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RESUMEN 
 
Colombia desde el año 2007 ha iniciado la producción de biodiesel a partir de aceite de 
palma, se espera producir 600 mil toneladas de biodiesel para este año, lo cual generara 
60 mil toneladas de glicerol como subproducto. El cual puede ser  transformado en 
sustancias de mayor valor agregado que generen mayor rentabilidad a la producción del 
biocombustible. La síntesis biotecnológica de 1,3-propanodiol parece ser una alternativa 
muy atractiva frente a la síntesis química, razón por la cual se ha hecho necesario el 
desarrollo de investigaciones encaminadas a dilucidar el comportamiento de las enzimas 
en la fermentación, conocer el flujo metabólico y las condiciones adecuadas en las cuales 
se pueda obtener una mayor actividad enzimática, con el fin de convertir los resultados en 
herramientas útiles para el mejoramiento de cepas mediante el uso de la ingeniería 
metabólica. El propósito de este trabajo fue purificar y caracterizar la enzima 1,3-
propanodiol deshidrogenasa perteneciente a la vía reductiva de la ruta del glicerol, 
procedente de la cepa nativa de Clostridium sp IBUN 158B. Esta enzima es capaz de 
reducir 3-Hidroxipropionaldehido y transformarlo a 1,3-propanodiol, con la producción 
simultanea de NAD+. En este estudio la enzima fue obtenida a partir de la producción de 
un extracto proteico crudo, realizado bajo la técnica de sonicación y en la cual se 
estableció que 12 ciclos de 30 segundos eran los necesarios para obtener muestras 
homogéneas con concentraciones de proteína que iban de 2.6 a 3.1 mg/ml . La enzima 
fue purificada empleando la técnica de Cromatografía por intercambio Aniónico con 
porcentajes de recuperación que alcanzaban el 68%, actividades enzimáticas de 0.0094 
µmol/min y actividades específicas que se encontraban alrededor de 0.067 µmol/min/mg. 
Se analizaron diferentes parámetros como temperatura, pH, parámetros cinéticos Km y 
Vmax, efecto de iones divalentes, masa molecular y pI teórico para evaluar la influencia 
que ejercen sobre la actividad de la enzima. Los resultados establecidos para la 1,3-
propanodiol deshidrogenasa fueron una temperatura de 30°C, un pH de 10.0, un 
comportamiento alosterico y se pudo establecer que la concentración de 1,3-PD 100 mM 
y de NAD+  2 mM aumentaban la actividad  de la enzima hasta en un 100%; una 
concentración de iones de MnCl2 1mM  que logro aumentar la actividad en un 50%, una 
masa molecular de 71 +/- 3 KDa y un pI teorico de 5.9. Los resultados obtenidos con este 
estudio demuestran que la cepa nativa posee algunas propiedades similares a las 
encontradas en otras cepas como K. pneumoniae, C. butyricum, C. freundii, y L. reuteri. El 
grupo de Bioprocesos y Bioprospección en su línea solventogenicos espera realizar la 
transformación de la cepa nativa por ingeniería metabólica, evaluar su expresión genética, 
purificar y caracterizar la enzima Glicerol deshidratasa y optimizar el proceso de 
fermentación por lote alimentado, de manera que la cepa nativa se convierta en una cepa 
hiperproductora del solvente. 
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1. INTRODUCCIÓN 
Los subproductos de la agroindustria han sido objeto de estudio para generar alternativas 
de consumo energético evitando el uso del petróleo y sus derivados, los cuales debido a 
su procesamiento y consumo desmedido han generado un alto nivel de contaminación, 
sin contar con la disminución de sus reservas por ser un recurso no renovable. Esto ha 
incrementado el interés en la búsqueda de nuevas tecnologías para la síntesis de 
biocombustibles como biodiesel y bioetanol a partir de cultivos de cereales, palma de 
cera, caña de azúcar entre otros (Barbirato et al., 1998). 
El biodiesel se obtiene de un proceso de transesterificación de aceites vegetales y 
metanol que origina glicerol como principal subproducto. El proceso de producción de 
biodiesel genera como residuo 10 toneladas de glicerol cruda por cada 100 toneladas de 
aceite que se utiliza en el proceso de producción del combustible (Zappi et al., 2003). 
Desde el año 2007 Colombia, ha venido produciendo biodiesel a partir de aceite de 
palma, la meta es lograr para el año 2010 cerca de 600 mil toneladas/año para consumo 
interno y exportación, lo que generaría 60 mil toneladas de glicerol aproximadamente, el 
cual puede ser utilizado para otros fines y generar rentabilidad a otras industrias 
nacionales (Montoya et al., 2006) 
 
Este glicerol crudo sirve como una fuente de carbono alterna, para la producción de 
solventes como el 1,3-propanodiol por parte de algunas cepas microbianas. El proceso 
biotecnológico es una alternativa viable y económica en comparación con los procesos de 
tipo químico. En la actualidad, Dupont es la única compañía que comercializa el polímero 
proveniente de la síntesis de 1,3-propanodiol producido por vía biotecnológica a partir de 
glucosa proveniente de jarabe de maíz. (Montoya et al., 2008). La producción 
biotecnológica ha tomado gran relevancia, debido a que los proceso químicos presentan 
altos costos de producción al usar materias primas derivadas del petróleo cuyas reservas 
son limitadas, además de generar contaminantes ambientales (Chotani et al, 2000).  
 
El diol generado a partir del glicerol, es un compuesto orgánico bifuncional, que puede 
potencialmente ser usado para algunas reacciones de síntesis en particular para 
policondensaciones, producción de poliésteres, poliéteres y poliuretanos (Biebl et al, 
1999; Deckwer, 1995). Sin embargo, su mayor interés se centra en ser el monómero del 
poliéster denominado PTT (Politrimetiltereftalato), que puede reemplazar a otros 
polimeros empleados en la industria textil, de alfombras y electrónica. La producción del 
poliéster ha generando rendimientos elevados a las industrias que manejan procesos 
biotecnológicos a partir de subproductos de procesos industriales (Montoya et al., 2008). 
Se proyecta que en los próximos años la producción de 1,3-PD llegue a 1 millón de 
toneladas por año y su precio sea competitivo frente a los valores de otros dioles 
(Montoya et al., 2008) 
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El grupo de bioprocesos y bioprospección del Instituto de Biotecnología (IBUN) de la 
Universidad Nacional de Colombia, ha realizado desde hace 20 años un proceso de 
bioprospección obteniendo 178 aislamientos del género Clostridium, trece de ellos con 
potencial para producción de solventes totales (acetona, butanol, etanol y 1,3-
propanodiol) en mayor concentración que las cepas de referencia C. beijerinckii NCIMB 
8052 y C. butirycum DSM 2478 (Montoya et al, 2008). Un análisis multivariado concluyó 
que diez de las trece cepas promisorias pueden formar una nueva especie dentro del 
género Clostridium y se consideran una nueva especie cercanamente relacionada con 
Clostridium butyricum (Montoya et al., 2008b; Suárez et ál., 2004). De estas cepas, tres 
poseen una productividad volumétrica mayor a cepas de referencia como C. kainantoi 
DSM 523 y C. beijerinckii NCIMB 8052 y C. acetobutylicum ATCC 824 (Cárdenas y 
Pulido, 2004). En otros estudios, se obtuvó la organización física del operón dha, 
encargado de la regulación genética de la producción del solvente 1,3-propanodiol, a 
partir de dos de las cepas nativas (IBUN 158B e IBUN 13A), estrechamente relacionadas 
con Clostridium butyricum VPI 1718 y Clostridium butyricum DSM 2478 (Montoya et al., 
2008b). 
 
Este proyecto tiene como objetivo principal purificar y caracterizar la enzima 1,3-
propanodiol deshidrogenasa, para obtener mayor información acerca de su función dentro 
de la ruta reductiva del glicerol. El propósito general es desarrollar estrategias 
encaminadas al empleó de nuevas tecnologías como la ingeniería metabólica, que sirvan 
de herramienta para mejorar procesos industriales como la producción de 1,3-propanodiol 
por vía enzimática a partir de microorganismos como Clostridium sp.  
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2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1.  Producción de biodiesel  
El cultivo de oleaginosas en Colombia ha tenido un importante desarrollo, siendo el cultivo 
de palma de aceite el más representativo. La expansión del cultivo en Colombia ha 
mantenido un crecimiento sostenido. A mediados de 1960 existían 18.000 hectáreas en 
producción y hoy existen más de 270.000 hectáreas en 73 municipios del país distribuidos 
en cuatro zonas productivas: Norte (Magdalena, Norte del Cesar, Atlántico, Guajira). 
Central (Santander, Norte de Santander, sur del Cesar, Bolívar). Oriental (Meta, 
Cundinamarca, Casanare, Caquetá). Occidental (Nariño) (Villarraga, 2007). En el 2003 se 
encontraban unas 185.165 hectáreas cultivadas cuya producción de aceite de palma 
asciende a 547.000 ton/año (Kafarov et al., 2008). Desde el año 2007, se ha venido 
produciendo biodiesel a partir de aceite de palma. La meta es lograr para este año 2010 
cerca de 600 mil toneladas/año para consumo interno y exportación. Las toneladas de 
glicerol que se producirían entrarían a competir a un mercado de 600 mil toneladas al año 
de glicerol purificada producida actualmente y que aumenta 50 mil toneladas por año, con 
un precio de venta erosionado de 100 dólares por tonelada (Montoya et al., 2008). 
El uso de aceites vegetales como combustibles, se remonta al año de 1900, siendo 
Rudolph Diesel, quien lo utilizara por primera vez en su motor de ignición - compresión y 
quien predijera el uso futuro de biocombustibles (Ecosite, 2009). El biodiesel es un 
combustible liquido producido a partir de materias primas renovables, (aceites vegetales y 
/o grasas animales), que se origina por un proceso conocido como transesterificación que 
consiste en una reacción entre un aceite con un alcohol de cadena corta generalmente 
metanol o etanol dando como productos los metilésteres (diesel) y glicerol. El proceso de 
producción de biodiesel genera como residuo 10 libras de glicerol cruda por cada 100 
libras de aceite y 10 libras de metanol mezclado, en el proceso de producción del 
combustible (Zappi et al., 2003). Este puede ser usado puro B100, o mezclado con diesel 
de petróleo en diferentes proporciones, el más común el B20, tiene 20% de biodiesel y 
80% de diesel (Villarraga, 2007). Su uso reduce significativamente los niveles de 
contaminantes generados en la combustión, es completamente biodegradable y tiene un 
85% del potencial energético del petrodiesel (Zappi et al., 2003). 
La generación de biocombustibles disminuye la contaminación ambiental, porque a mayor 
mezcla de aceite con diesel es menor la emisión de CO, CO2 e hidrocarburos (HC)- 
metano, butano, benceno, benzopireno y de óxidos de nitrógeno, razón por la cual se 
promueve la generación de energías limpias en el mundo, una de ellas es a partir de 
aceites de palma (Villarraga, 2007). 
 
El glicerol (figura 1), puede ser producido por fermentación microbiana o síntesis química, 
esta presente en muchas aplicaciones en las industrias cosmética, automotriz, alimentos, 
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farmacéutica, tabaco pulpa y papel, textil y de pinturas. También se usa como materia 
prima para la producción de diversos productos químicos. El glicerol ha sido considerado 
como materia prima para nuevas fermentaciones en el futuro, convirtiéndose en algunas 
de las aplicaciones promisorias, la aplicación que mas promete es la bioconversión de 
compuestos de alto valor a través de la fermentación microbiana (Da Silva et al., 2009)  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Estructura del glicerol 
 
2.2. 1,3-propanodiol 
 
El 1,3-propanodiol (1,3-PD) es uno de los productos de la fermentación más antiguo. Fue 
identificado por primera vez en 1881 por August Freund, en una fermentación de glicerol 
que contenía la cepa de Clostridium pasteurianum como organismo activo. En 1960 el 
interés hacia el ataque del glicerol por enzimas, en particular las enzimas glicerol y diol 
dehidrogenasas y de cómo aquellas enzimas requerían de la coenzima B12 hicieron de 
este solvente un producto interesante (Biebl et al, 1999) 
El 1,3-propanodiol es un diol líquido viscoso, higroscópico, incoloro o amarillo de fórmula 
molecular C3H8O2, (figura 2) con propiedades físicas descritas en la Tabla 1 (Kurian, 
2005)  
 
Tabla 1. Propiedades físicas del 1,3-propanodiol 
 
Propiedad Valor 
Número CAS 504-63- 2 
Estado físico en condiciones normales Líquido 
Peso molecular 76.11 
Punto de fusión -27 °C 
Punto de ebullición 214 °C 
Densidad 1.0597 a 20 °C (agua = 1) 
Presión de vapor 1 mm Hg a 59 °C 
Densidad de vapor 2.62 (aire = 1) 
Solubilidad (en agua) Soluble 
Punto de llama 79.4 °C 
Temperatura de autoignición 400 °C 
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Tiene las características químicas de un alcohol, forma esteres o diesteres por reacción 
con anhídridos y ácidos, forma éter o dieter por reacción con epóxidos o dehidración, 
puede ser oxidado a aldehídos o ácidos carboxílicos, reacciona con aldehídos y cetonas 
para formar acetales cíclicos y quetales. (Shell, 2002)  
 
 
 
 
Figura 2 Estructura de 1,3-propanodiol (Raynaud et al., 2003) 
 
Este compuesto ha sido empleado para mejorar las propiedades de solventes, adhesivos, 
detergentes y cosméticos, además de ser usado como monómero de poliésteres, 
especialmente el politrimetiltereftalato o PTT, que debido a características como su buena 
flexibilidad y mayor biodegradabilidad,  puede ser una buena opción para reemplazar 
otros polímeros usados actualmente como el polietilentereftalato o PET (Zeng and Biebl, 
2002; Barbirato et al, 1998). Actualmente se producen 90.000 toneladas de polímeros 
derivados del 1,3-propanodiol (Biotech Magazine, 2008) 
 
El mercado potencial para la producción de PTT se pronostica que será de 500 millones 
de libras para el año 2020, el costo del 1,3- propanodiol tendría que ser enfocado al precio 
del monómero de PTT 1 US$/Kg frente a sus competidores PET y nylon los cuales están 
en un rango de 0.9 - 1.8 US$/Kg aunque se considera que el mercado actual es pequeño, 
debido a que la tecnología está siendo desarrollada, y a que el precio del polímero es de $ 
0.76 por libra (Paster et al., 2003; Zeng and Biebl, 2002). De acuerdo a la proyección 
realizada por CONDUX (USA), la producción volumétrica de PTT podría incrementar por 
encima de 1 millón t/año en pocos años. (Zeng and Biebl, 2002). El mercado para el 1,3-
propanodiol en la actualidad es de más de 100 millones de libras por año y está creciendo 
rápidamente (Saxena et al., 2009) 
 
2.3. Síntesis de 1,3-propanodiol 
 
Por mucho tiempo, la industria química consideró la biotecnología como una herramienta 
costosa y no apropiada para la síntesis química a gran escala. Sin embargo la percepción 
ha cambiado gradualmente como un reflejo de varios proyectos desarrollados por 
compañías químicas para producir químicos por vía biotecnológica incluyendo el 1,3-
propanodiol (Zeng and Biebl, 2002).  
 
Actualmente existen procesos químicos y biotecnológicos para producir este monómero y 
las compañías que manejan la mayor parte del mercado del 1,3-PD son Shell y DuPont. 
La síntesis química de 1,3-PD se da por los métodos de óxido de etileno con monóxido de 
carbono e hidrógeno y la hidrólisis de acroleína (figura 3). El primero, desarrollado por 
Shell, requiere de alta presión para la obtención del compuesto y tiene rendimientos de 
aproximadamente el 80%. El segundo, conocido con el nombre de proceso Degussa, está 
patentando por DuPont y se basa en la hidrólisis de la acroleína, otorgando rendimientos 
6 
 
de no más del 65%, debido a la simultánea formación de 1,2-propanodiol. Ambos 
producen intermediarios tóxicos, requieren de un paso de reducción bajo altas presiones 
de hidrógeno y manejan altas temperaturas, por lo cual tienen altos costos de producción 
(Zeng and Biebl, 2002; Raynaud et al., 2003; Deckwer et al., 1995, Haas et al., 2005; 
Saxena et al., 2009; da Silva et al., 2009).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Procesos químicos patentados en la obtención de 1,3-PD. (Bock, 2004). 
Debido a los beneficios ambientales y el uso de recursos renovables, la síntesis 
biotecnológica de 1,3-propanodiol parece ser una alternativa muy atractiva frente a la 
síntesis química (da Silva et al., 2009). Desde hace casi 120 años, se conoce de la 
fermentación bacteriana que convierte el glicerol a 1,3-PD, pero solo desde 1990 su 
significancia biotecnológica ha sido reconocida. El glicerol derivado de la industria del 
Biodiesel se ha mostrado como un sustrato rentable y apto para la producción de 1,3-PD 
a nivel biotecnológico (González- Pajuelo et al, 2004; Deckwer et al., 1995; Zeng and 
Biebl, 2002). La producción de 1,3-propanodiol por fermentación de glicerol es 
determinado por la disponibilidad de NAD+H el cual es principalmente afectado por 
distribución de productos (ruta oxidativa) y depende de los microorganismos usados, pero 
también de las condiciones del proceso (tipo de fermentación, sustrato) (Biebl et al., 
1999). Este proceso es uno de los más antiguos, solo ocho taxas de las 
Enterobacteriaceae son reportadas por crecer sobre glicerol y producir 1,3-propanodiol y 
además poseer la glicerol dehidrogenasa tipo I y la 1,3-propanodiol deshidrogenasa 
(Shams and Gonzalez et al., 2007). Especialmente géneros como Citrobacter, 
Enterobacter, Lactobacillus, Klebsiella y Clostridium (Biebl et al ,1999; Nakamura and 
Whited, 2003). Los dos últimos géneros son los más ampliamente investigados. 
Clostridium ha mostrado a través de diversos estudios que puede presentar rendimientos 
de producción aceptables comparados con las otras especies que poseen la ruta 
metabólica para generar este compuesto. (Biebl et al, 1992; González et al., 2004; Hao et 
al, 2008). 
 
Dependiendo del microorganismo el glicerol es transformado en diferentes compuestos, 
por ejemplo en Klebsiella pneumoniae además del 1,3-propanodiol produce 2,3-
butanodiol, acetato, lactato y etanol por la vía del piruvato, mientras que en las 
fermentaciones realizadas por Clostridium acetobutilycum y C. butyricum los productos 
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principales son el 1,3-propanodiol, acetato y butirato (Günzel et al, 1991). La producción 
de 1,3-propanodiol depende de la combinación y estequiometria de las rutas oxidativa y 
reductiva. Se ha observado que la producción de 1,3-PD con acido acético como co-
producto de la vía oxidativa resulta en una máxima producción de 1,3-PD (Zeng and Biebl, 
2002). 
Esto demuestra que varios microorganismos del género Clostridium, como C. 
acetobutylicum y C. butyricum se perfilan como biocatalizadores importantes para producir 
1,3-propanodiol a partir de glicerol (Biebl et al, 1992; Deckwer et al., 1995; González-
Pajuelo et al, 2004). Clostridium butyricum, es la especie más frecuentemente asociada a 
la producción de 1,3-PD, dicho microorganismo metaboliza el glicerol a 1,3-PD generando 
acetato, butirato, dióxido de carbono e hidrógeno molecular (controlando el pH), sin este 
control se produciría acetona, butanol y etanol como lo hace C. acetobutylicum (Malaoui 
and Marczak, 2001a).  
 
2.4. Microorganismos del género Clostridium sp. 
 
Las cepas nativas de Clostridium sp., son estrictamente anaeróbicas esporo formadoras y 
hacen parte de un grupo heterogéneo de bacilos grampositivos usualmente metaboliza 
glicerol a 1,3-propanodiol, acetato, butirato, dióxido de carbono (CO2) e hidrogeno 
molecular (H2) (Malaoui and Marczak, 2001a). 
 
Clostridium es uno de los géneros más grandes de procariotas y los microorganismos que 
son clasificados dentro de este género deben cumplir con 4 criterios: formar endoesporas, 
tener un metabolismo energético que sea anaerobio, ser incapaz de llevar a cabo una 
reducción desasimilatoria del sulfito y su pared celular tiene que pertenecer al tipo de las 
Gram-positivas (Balows et al., 1992) 
 
Casi todos los clostridios son móviles y poseen flagelos perítricos, pueden fermentar una 
amplia variedad de azúcares (Balows et al., 1992). Usualmente metabolizan glicerol a 1,3-
propanodiol, acetato, butirato, dióxido de carbono (CO2) e hidrógeno molecular (H2) 
(Malaoui and Marczak, 2001a; Balows, 1992). 
 
2.5. Fisiología de la formación de 1,3-propanodiol en Clostridium sp. 
 
En las especies de Clostridios, la producción de acetato y butirato está asociada con la 
formación de hidrógeno molecular, cuando estos microorganismos crecen sobre un 
substrato más reducido como glucosa, manitol o glicerol, el poder de reducción no es 
usado para formar hidrógeno molecular pero si para formar más compuestos altamente 
reducidos como 1,3-PD en el caso de C. butyricum crecido sobre glicerol, C. 
pasteurianum butanol y 1,3-PD cuando crece sobre glicerol o manitol, C. acetobutylicum 
butanol si crece sobre glucosa y glicerol. (Abbad-Andaloussi et al., 1995). 
 
Las reacciones metabólicas involucradas en la fermentación del glicerol puede ser 
dividida en dos rutas simultaneas relacionadas con el regulón dha (figura 5) (Zeng and 
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Biebl, 2002; Johnson and Lin., 1987) y transportado al interior de la bacteria por difusión 
(Barbirato et al., 1996).  
 
A través de la ruta oxidativa el glicerol es dehidrogenado por una enzima dependiente de 
NAD+ (glicerol dehidrogenasa) a dihidroxiacetona (DHA), el cual es fosforilado por una 
kinasa dependiente de ATP a hidroxiacetona fosfato (DHAP) (Johnson and Lin, 1987). 
Una Triosa fostato isomerasa cataliza la transformación de la DHAP a gliceraldehído-3-
fosfato, fosfoenolpiruvato y piruvato para entrar entonces al ciclo de Krebs (Saint-amans 
et al, 2001; Marçal et al., 2009). Durante el metabolismo que lleva a cabo C. butyricum 
para convertir el glicerol a Acetil-CoA se involucra una ferredoxina oxidada que controla el 
flujo de electrones de dicha reacción. Al pasar a su estado reducido, puede interactuar 
con una hidrogenasa que toma el protón que obtuvo la ferredoxina y con un nuevo 
hidrogeno libera al medio hidrógeno molecular, que puede interactuar con el NAD+ 
proveniente de la conversión del 3-HPA a 1,3-PD regenerándolo a NAD+H (Maloui et al., 
2001ª). 
 
En la ruta reductiva (figura 4) el glicerol es deshidratado por una enzima dependiente de 
vitamina B12 (glicerol deshidratasa) catalizando la reacción para formar 3-
hidroxipropionaldehido (3-HPA) el cual es reducido a 1,3-propanodiol por una 
deshidrogenasa dependiente de NAD+H (1,3-propanodiol deshidrogenasa) regenerando 
NAD+, lo que mantiene un equilibrio dentro de la célula. El paso limitante en la ruta 
reductiva es la conversión de glicerol en 3-hidroxipropionaldehido debido al empleo de la 
coenzima B12 como co-factor (Montoya et al, 2006; Raynaud et al., 2003; Nakamura and 
Whited, 2003; Saxena et al., 2009). Sin embargo, la enzima glicerol deshidratasa de 
Clostridium butyricum no es dependiente de Coenzima B12 como en el caso de las 
enterobacterias. Esta enzima requiere de un cofactor diferente, denominado SAM (S-
adenosilmetionina) con un Fe+3 descoordinado (Reiman et al., 1998; O’Brien et al., 2004), lo 
cual podría permitir el desarrollo económico de procesos biológicos libres de la coenzima 
B12 para la producción de 1,3-PD (Raynaud et al., 2003) 
 
 
 
 
Figura 4. Conversión de glicerol a 1,3-propanodiol. (1) Glicerol deshidratasa (2)1,3-propanodiol 
deshidrogenasa. (Raynaud et al., 2003). 
El catabolismo del glicerol por C. butyricum requiere de la actividad de 1,3-PD 
deshidrogenasa para evitar la acumulación intracelular de 3-HPA, un compuesto muy 
toxico para la célula (Malaoui and Marczak, 2001a; Malaoui and Marczak H, 2001b; 
Johnson and Lin, 1987), causando el cese del crecimiento y la formación del 1,3-PD 
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(Barbirato et al., 1996). La reducción de 3-HPA es fisiológicamente importante para las 
células con el fin de desintoxicarse (Malherbe and Zachariou, 2005). 
 
Aún cuando la producción fermentativa de 3-HPA a partir de glicerol es un proceso 
altamente deseable porque puede ser convertido a acido acrílico (Slininger et al., 1983), 
considerado un monómero en la fabricación industrial de plásticos y otros polímeros, que 
pueden ser derivados del petróleo o la fermentación bacteriana (Vancauwenberge et al., 
1990), es considerado también como una potente sustancia antimicrobiana, así como 
conservante de alimentos o como agente terapéutico (Lüthi-Peng et al., 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 Figura 5. Ruta metabólica 1,3-PD (Biebl et al., 1999) 
 
El rendimiento del 1,3-PD disminuye si las moléculas de NAD+H liberadas durante la 
formación de piruvato, son utilizadas en las vías adicionales para producir etanol y ácido 
butírico. Sin embargo se ha reportado que a altas concentraciones de acetato la 
producción de 1,3- PD aumenta. (Biebl et al., 1992). 
 
2.6. Enzimas Deshidrogenasas  
 
Las enzimas son proteínas con la capacidad de manipular otras moléculas, denominadas 
sustratos. Un sustrato es capaz de unirse al centro catalítico de la enzima que lo 
reconozca y transformarse en un producto a lo largo de una serie de pasos denominados 
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mecanismo enzimático. Las enzimas aceleran las reacciones en varios órdenes de 
magnitud, determinando reacciones específicas (Garrett and Grisham, 1998). 
Las deshidrogenasas pertenecen a la clase Óxido-reductasas, su actividad general es la 
eliminación de hidrógeno en la molécula, el cual es transferido a los nucleótidos NAD+ o 
FAD+ que se reducen recogiendo dos átomos de hidrógeno, de tal manera que el sustrato 
sobre el que actúan queda oxidado y normalmente aparece con un doble enlace de 
oxígeno al carbono cuando antes de la acción de la oxidoreductasa tenía el oxígeno en 
forma de hidroxilo (OH). Algunas de estas enzimas presentan métodos alternos de 
oxidación para reducir coenzimas y parecen proveer un medio de enlace a un sistema de 
coenzimas específicas (Dixon and Webb, 1958). Las velocidades de reacción en 
cualquiera de las dos direcciones se miden de manera conveniente por la aparición o 
perdida de la coenzima reducida ya que tiene una absorbancia característica en 
ultravioleta a 340 nm (Fersht, 1980). 
 
La actividad de 1,3-propanodiol dehidrogenasa (1,3-PD oxidoreductasa) (EC 1.1.1.202), 
fue detectada originalmente en extractos de células C. butyricum y de C. pasteurianum 
crecidas en glicerol induciendo la oxidación de NAD+H a 3-hidroxipropionaldehido (3-
HPA) y su actividad ha sido determinada en extractos crudos. (Malaoui and Marczak, 
2001a; Malaoui and Marczak, 2001b; Johnson and Lin, 1987). La enzima es capaz de 
catalizar la reducción de 3-hidroxipropionaldehido a 1,3-propanodiol, producto del gen dha 
T (Malherbe and Zachariou, 2005). Es miembro de la familia alcohol deshidrogenasa tipo 
III dependiente de metales, requieren de iones para su catálisis, como por ejemplo Fe2+ en  
E.coli y Zn2+ en Bacillus sp. Los miembros de esta familia requieren cofactores como 
NAD+ o NADP, muestran un patrón de estructura secundaria llamada plegamiento 
rossmann (motivo de proteínas que unen NAD+ compuesto por 6 hebras β unidas por 
helices α) y tienen una estructura decamerica relevante para la actividad enzimática en 
solución en el caso de K. pneumoniae (Marçal et al., 2009) Algunas de las características 
bioquímicas de estas enzimas se encuentran resumidas en la Tabla 2. (Brenda, 2009) 
 
Tabla 2 Características generales de la enzima. http://www.brenda-enzymes.info/php/result_flat.php4?ecno=1.1.1.202 
 
RUTA Metabolismo del glicerol 
Nombre Sistemático Propano-1,3-diol: NAD+oxidoreductasa 
Sinónimos 1,3-PD: NAD+ oxidoreductasa 
1,3-propanodiol deshidrogenasa 
1,3-propanodiol oxidoreductasa 
Organismo Clostridium 
Km 0.06 sustrato NADH 
0.17 propionaldehido 
Actividad Especifica 1.2 Clostridium butyricum DG1 
0.37 Clostridium butyricum VI3266 
pH Óptimo 9.7 
Peso Molecular 38428 C. butyricum 
41548 C. 158B 
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2.6.1. Medición experimental de la actividad enzimática 
 
Para medir la velocidad de una reacción es necesario seguir algunas señales que 
muestran la formación de producto y sustrato consumido sobre el tiempo, el tipo de señal 
usualmente tiene una propiedad fisicoquímica que habilita su análisis para separar 
sustrato de producto. Generalmente se practican ensayos directos o indirectos para su 
medición. En los métodos directos se realizan mediciones del sustrato o concentración del 
producto en función del tiempo, aunque en algunos casos estos no proveen una señal 
distintiva para mediciones convenientes de su concentración. En los métodos indirectos la 
generación de productos puede ser acoplada a otra reacción no enzimática que produce 
señales convenientes, como ejemplo están aquellas enzimas que requieren de cofactores 
exógenos que generan reacciones redox. Varios activadores redox matizados se conocen 
por cambiar de color bajo oxidaciones o reducciones, entre estos están el 2,6-
diclorofenolindofenol que es un colorante eficiente con el cual se sigue la reacción de la 
dihidroorotato oxidoreductasa que cataliza la conversión de hidroorotato a ácido orotico 
por el cofactor ubiquinona, su oxidación se evidencia por un color azul absorbido a 610 
nm, en reducción esta absorción es leve o nula (Copeland, 1996). 
 
En el caso de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa la actividad es medida por la 
reducción del sustrato 3-Hidroxipropionaldehido con producción de la coenzima NAD+ en 
forma oxidada y se produce 1,3-propanodiol o en una reacción inversa donde la enzima 
oxida el 1,3-propanodiol y se genera 3-HPA y NAD+H. Este último es medido por 
espectrofotometría a una longitud de onda de 340 nm de acuerdo al protocolo establecido 
por (Johnson and Lin, 1987) 
 
2.6.2. Detección In situ de la actividad enzimática de la 1,3-propanodiol 
deshidrogenasa  
 
Según Selander et al. (1986), la actividad de las deshidrogenasas se puede detectar 
mediante un agar denominado overlay que al verterse sobre el gel de poliacrilamida con 
las muestras una vez corridas por electroforesis, detecta la actividad por una reacción 
colorimétrica ya que el 3-(4,5-dimetil-tiazolil)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio (MTT) y el 
metasulfato de fenazina (PMS) forman un complejo que se reduce a sales de formazan  
por acción de la enzima (figura 6) (Freimoser et al., 1999). Para este caso la reacción 
podría ser explicada debido a que la enzima de interés oxida el 1,3-propanodiol en 
presencia de NAD+ a 3-HPA. Suárez (2004) también emplea una solución que detecta la 
enzima mezclada en agar overlay 2%. 
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Figura 6. Reducción de complejos de sales de tetrazolio a cristales de sales de formazan. (Freimoser et al., 
1999). 
 
2.6.3. Obtención de enzimas 
 
Cuando una fuente de enzimas (microorganismos) ha sido encontrada, es preciso tener la 
enzima en solución por lo que se hace necesario la ruptura de la membrana celular. 
Generalmente se habla de extractos de enzimas, algunos métodos que han sido usados 
son: rompimiento mecánico por pulverización con arena, movimientos a altas velocidades 
con perlas de vidrio fino, ultrasonido, congelamiento y descongelamiento, uso de 
solventes como acetona, autolisis (con tolueno, étil acetato), o lisis con adición de 
enzimas. Los extractos contienen las enzimas pero también contienen otras sustancias de 
alto y bajo peso molecular, que pueden ser removidas por diálisis (Dixon and Webb, 1959; 
Schwarz et al, 2007). 
 
El producto deseado puede ser intracelular o extracelular y estár acompañado de 
contaminantes. (Duarte, 1998) Es necesario desarrollar un procedimiento operativo 
estándar que permita reproducir la preparación y obtener proteínas con una alta calidad, 
lo que es difícil para la preparación de soluciones proteicas intracelulares de bacterias 
Gram Positivas como Clostridium sp debido a la solidez de su pared celular (Schwarz et 
al., 2007). 
Las células de Clostridium sp luego de ser cultivadas por fermentación pueden ser lisadas 
por sonicación y separadas por centrifugación en un buffer fosfato de potasio con un 
número de ciclos determinados (Nemeth et al, 2003; Johnson and Lin, 1985; Saint-amans 
et al., 2001).  
Antes de poder estudiar cualquier reacción bioquímica, es necesario estudiar la estructura 
y propiedades de las enzimas. Para lograr esto, es necesario conocer las diferencias que 
existen entre ellas, tales como solubilidad, tamaño, masa, carga eléctrica o afinidad por 
otras moléculas Lehninger et al. (1995).  
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2.6.4. Purificación de enzimas 
 
Los requerimientos de pureza del producto son importantes, en algunos casos la 
obtención de una proteína particular significa su separación de una mezcla compuesta por 
los centenares de proteínas normalmente producidas por la célula. La ausencia de 
modelos predictivos para la mayoría de las operaciones unitarias y el gran número de 
alternativas disponibles, dificulta la selección de un modelo apropiado para la separación 
y purificación de los productos (Schneider et al., 1983). El inicio con un extracto crudo por 
ejemplo puede requerir de varios pasos de purificación. Para cada paso es necesario 
conocer la química de las moléculas y la naturaleza del medio cromatográfico empleado 
en la separación. Las deshidrogenasas han sido aisladas de diversos microorganismos, la 
mayoría de las purificaciones descritas en la literatura se han realizado a pequeña escala, 
debido a las diferencias existentes entre las deshidrogenasas de un microorganismo a 
otro, aún entre cepas parecidas taxonómicamente por lo que no se ha reportado una 
metodología específica para su purificación (Schneider et al., 1983). 
 
La purificación a gran escala de deshidrogenasas se dirige a preparaciones más puras y 
requiere de pasos de purificación adicionales o alternativos, entre los cuales se destacan 
procedimientos que pueden estar en función de las cargas, tamaños, masas moleculares 
de la enzima y también a través de la polaridad de sus enlaces, sus potenciales redox, 
etc. para conseguir preparaciones de proteínas más homogéneas (Scheneider et al, 1983; 
Fernández, 2008). 
 
Las enzimas deshidrogenasas pueden ser separadas usando un sistema FPLC, 
empleando columnas de intercambio iónico que emplean buffers de fuerza iónica baja con 
gradientes que van de baja a alta concentración de sales (NaCl o KCl). Los componentes 
de bajo peso molecular pueden ser removidos pasando la muestra por una columna de 
Filtración en gel con el mismo buffer usado para la preparación del extracto antes de su 
caracterización (Malaoui and Marczak, 2001b; Johnson and Lin, 1985; Saint-amans et al., 
2001; Copeland, 1996), este sistema consiste en una bomba y una columna que soportan 
una alta presión, separando de manera rápida. (Dunn, 2009). Es una forma de 
cromatografía liquida en la cual la velocidad del solvente es controlada para controlar el 
flujo constante de solventes (Sheehan and O’ Sullivan, 2003). 
Tener en cuenta la solubilidad de las proteínas es uno de los métodos más eficaces y 
simples, debido a que varía mucho entre proteínas, por lo cual se utiliza frecuentemente 
este método para la purificación de proteínas. Generalmente se emplea sulfato de amonio 
para precipitaciones selectivas debido a que puede proveer fuerzas iónicas bastante altas 
sin dañar las proteínas (Lehninger et al. 1995; Bollag and Stuart, 1991). 
 
El método electroforético en gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), 
sirve para separar proteínas y péptidos sobre la base de su peso molecular de tal forma 
que se pueda investigar su composición, verificar la homogeneidad de las proteínas de 
interés y purificar proteínas en estudios posteriores (Coligan et al., 1997). Las muestras 
de proteínas son recubiertas por un detergente Aniónico SDS para darles similar carga 
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anicónica, estas características les da la capacidad de migrar a través de un campo 
eléctrico de tal forma que se separan unas de otras (Copeland, 1996; Johnson and Lin, 
1985). La combinación del tamaño del poro, la carga de la proteína y tamaño de esta, 
determina la longitud de migración de la proteína de interés (Coligan et al., 1997)  
 
Algunas pruebas enzimáticas son aplicables solo después de que el sustrato o producto 
han sido separados del resto de los componentes de la mezcla (Copeland, 1996). Para el 
estudio de la especificidad de las enzimas es necesario tener la enzima pura (Dixon and 
Webb, 1958) 
 
2.6.5. Determinación de la concentración de proteína total  
 
La cuantificación por espectrofotometría UV brinda una herramienta de valor, pero se 
debe tener en cuenta que el espectrofotómetro mide también otros componentes 
presentes en la muestra, además de los que al investigador le interesa cuantificar 
específicamente. Esto genera desvíos en la medición y acarrea graves problemas en 
aplicaciones posteriores. 
  
La fluorometría provee una alternativa rápida y útil, gracias a su selectividad ya que 
emplea colorantes selectivos que se tornan fluorescentes cuando se unen a proteínas. 
Estos colorantes son específicos para sus targets y no se acoplan a contaminantes como 
fenol, sales, cloroformo y/o nucleótidos libres. El resultado es una lectura de fluorescencia 
que refleja exactamente la cantidad de producto que el investigador tiene interés en 
cuantificar en este caso proteínas. No es necesario graficar curvas o generar cálculos 
adicionales, el resultado se obtiene de forma directa, asegurando un mayor éxito de las 
aplicaciones posteriores. Posee una alta sensibilidad que es de 10 a 100 veces mayor 
que otros métodos alternativos de cuantificación, utilizando solo un microlitro (µl) de la 
muestra (Invitrogen, 2009) 
 
2.6.6. Caracterización enzimática 
 
El estudio de la cinética enzimática es importante por razones prácticas, así como el 
conocimiento de las condiciones para la acción de la enzima y el efecto de varios factores 
sobre la misma. Los factores que determinan la velocidad inicial de una reacción particular 
son la concentración de la enzima, concentración del sustrato, pH, temperatura y la 
presencia de activadores o inhibidores (Dixon and Webb et al., 1958). 
 
- Efecto de la actividad de la enzima: La enzima 1,3-propanodiol oxidoreductasa es 
dependiente de NAD+H el cual es generado en otras etapas de la ruta del glicerol (Biebl 
et al, 1999), la relación intracelular de NAD+/NAD+H, es probablemente la responsable de 
la disminución de la actividad de la enzima y de la acumulación de 3-HPA ( Barbirato et al, 
1997) y su efecto puede ser medido espectrofotométricamente en 340nm a 25°C por la 
formación de NAD+H. (Nemeth et al, 2003; Barbirato et al, 1997, Reimann et al, 1998) 
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- Efecto de la concentración del sustrato: el sustrato natural para la producción microbiana 
de 1,3-PD es el glicerol, cuando el glicerol está limitado la formación de biomasa aumenta 
al igual que la formación de etanol y cuando aparece en el medio comienza la producción 
de 1,3-PD, sin embargo cuando se aumenta la concentración se pueden producir otro tipo 
de ácidos. (Biebl et al, 1999). La concentración de sustrato (glicerol) y de productos (1,3-
propanodiol, acetato, butirato, lactato, succinato) puede ser medido por cromatografía 
HPLC a 25°C (Copeland , 1996; Raynaud et al., 2003; Saint-amans et al., 2001). 
- Efecto del pH: La actividad de las enzimas puede ser monitoreada utilizando un buffer 
fosfato con un rango de pH de 6 a 10.8, para encontrar su máxima actividad (Barbirato et 
al., 1997). Las enzimas solo son activas bajo un rango limite de pH, tienen una estructura 
que es sensible a estos cambios, induciendo su denaturación a valores de pH 
extremadamente bajos o altos (Copeland, 1996). Hay que tener en cuenta dentro de una 
fermentación que la producción de ácidos (acético, láctico, fórmico y succinico) pueden 
modificar el pH intracelular provocando un descenso en la actividad de la 1,3-propanodiol 
oxidoreductasa (Barbirato et al, 1997). 
- Efecto de la temperatura: La actividad de una enzima puede incrementar con la 
temperatura pero si aumenta por encima de temperaturas críticas puede causar la 
denaturación de las proteínas. La mayoría de las enzimas reportadas en la literatura se 
encuentran en un rango que varía de 25°C a 37°C (Copeland, 1996; Dixon and Webb, 
1958). Las medición de la actividad enzimática de la 1,3- propanodiol deshidrogenasa ha 
sido tomada entre 30°C y 37°C y se ha teniendo en cuenta que una unidad enzimática 
está definida como la cantidad de enzima capaz de catalizar la conversión de 1µmol de 
sustrato por min a una temperatura establecida (Raynaud et al, 2003). 
- Efecto de los iones: La mayoría de las enzimas poseen un sitio unido a un nucleótido y 
dependen de un metal divalente para su actividad catalítica, cuando cationes 
monovalentes o divalentes están presentes se presenta un aumento en la actividad, iones 
como el Mg2+ estimulan la actividad de algunas deshidrogenasas, el ion Fe2+ no tiene 
efecto significativo sobre su actividad y el ión Zn2+ ha mostrado inhibir la actividad de 
estas enzimas, su efecto depende de la preparación de las proteínas y de su pureza 
(Johnson and Lin, 1985) 
Los cambios controlados en este tipo de soluciones y las mediciones de sus efectos sobre 
la velocidad de la reacción dan información útil acerca de los mecanismos de catálisis de 
la enzima, su papel en el metabolismo, cómo es controlada su actividad en la célula y 
como se ve potenciada por otro tipo de moléculas (Copeland, 1996; Kryztal, 2008) 
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2.7. Avances del grupo de Bioprocesos y Bioprospección del IBUN Línea 
Solventogénicos 
 
El grupo de Bioprocesos y Bioprospección del Instituto de Biotecnología de la Universidad 
Nacional de Colombia (IBUN), ha realizado investigaciones para el aislamiento y 
evaluación de la capacidad de producción de solventes de bacterias del género 
Clostridium provenientes de suelos agrícolas colombianos (Montoya et al, 2000a). Dichos 
aislamientos fueron caracterizados molecularmente, determinando la similitud de las 
cepas nativas con la especie C. butyricum. Entre los análisis realizados para llegar a esta 
conclusión están la secuencia parcial del gen 16S rRNA, Hibridización DNA – DNA con 
cepas patrón solventogénicas, determinación de Polimorfismos de Longitud de 
Fragmentos de restricción Amplificados (AFLP), obtención de perfiles de plásmidos y 
megaplásmidos, y determinación del tamaño del genoma por medio de Electroforesis en 
Gel de Campo Pulsado (PFGE) (Arévalo et al, 2002; Jaimes et al., 2006; Montoya et al, 
1999; Montoya et al, 2001, Quilaguy et al, 2006). Igualmente se realizó un análisis 
multivariado para determinar la ubicación taxonómica de las cepas nativas, concluyendo 
que diez de ellas pueden proponerse como una nueva especie (Suarez, 2004). 
 
Adicionalmente, se construyó una librería genómica a partir de la cepa nativa IBUN 22 A. 
Se localizó en el clon pBS22A-Br4 una secuencia que comparte el 98% de identidad con 
el gen dhaB1 que codifica para la enzima glicerol deshidratasa de Clostridium butyricum, 
importante en la ruta metabólica de producción de 1,3-PD (Montoya et al, 2006). Esta es 
una característica importante en nuestras cepas nativas por cuanto esta enzima es 
independiente de vitamina B-12. Recientemente se logró identificar el gen dhaT en las 
cepas nativas Clostridium IBUN13A e IBUN158B (datos no publicados). Estos hallazgos 
permiten asumir que la ruta metabólica que siguen estas cepas para degradar el glicerol 
es la misma que sigue C. butyricum. (Montoya et al, 2006). 
 
El grupo de investigación ya tiene adelantada la organización física del operon de dos de 
las cepas nativas (IBUN 158B e IBUN 13A), que están cercanamente relacionadas con 
Clostridium butyricum y por tanto presentan una organización de genes similar a la 
reportada para Clostridium butyricum VPI 1718 y Clostridium buyiricum DSM 2478. Esto 
se llevó a cabo por secuenciamiento de cada uno de los genes pertenecientes al operón 
1,3 PD y luego por comparación con las secuencias reportadas en el Genbank (Montoya 
et al, 2006). 
 
En cuanto a la capacidad de utilizar glicerol como fuente de carbono en el medio de 
cultivo para producir 1,3-PD por parte de las cepas nativas, se realizó una evaluación 
recientemente, mostrando que cinco de las cepas nativas tienen una productividad 
volumétrica superior a las cepas de referencia de C. butyricum. La cepa identificada como 
IBUN 158B ha mostrado en nivel de banco el mayor potencial para su uso a nivel 
industrial (Aragón, 2007; Cárdenas y Pulido, 2004). 
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Posteriormente se estandarizó la concentración de glicerol industrial y fuente de nitrógeno 
en el medio de cultivo para la producción de 1,3-propanodiol, en la que se determinó que 
el organismo no se ve afectado en la producción del diol por el uso de la glicerol cruda 
derivada del biodiesel y que la relación carbono: nitrógeno conveniente para ser 
mantenida en el medio de cultivo es de 15,48:1 (Pérez, 2009). Adicionalmente, el Grupo 
de Bionegocios del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia 
analizó el mercado de la producción de 1,3-propanodiol, para conocer las posibilidades 
reales que esta alternativa tiene en el sector productivo. En el análisis realizado se 
encontró que un kilogramo de 1,3-PD, producido por vía química a partir de petróleo 
cuesta US$ 6/ Kg, mientras que produciéndolo por vía biotecnológica puede llegar a 
costar US$ 2 el kilo (Aragón, 2007).  
Finalmente estudios encaminados a la evaluación de la actividad de las enzimas que 
intervienen en la producción de 1,3-propanodiol en un extracto crudo de Clostridium IBUN 
158B, evidenció que las enzimas se encuentran presentes y activas durante el proceso de 
transformación del glicerol (Amaya y Pardo., 2009). De ahí que la caracterización y 
purificación de las enzimas de la vía reductiva es necesaria. La importancia de la 
purificación y caracterización de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa en este 
trabajo radica en establecer las condiciones adecuadas en las cuales se genere mayor 
actividad enzimática, para optimizar el proceso de producción de 1,3-propanodiol, 
dilucidando el flujo metabólico de la ruta del glicerol y por ende utilizando la información 
obtenida como una herramienta útil para el desarrollo de tecnologías como la ingeniería 
metabólica. 
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3. OBJETIVO GENERAL: 
 
Obtener, separar y caracterizar la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa proveniente de 
la cepa nativa de Clostridium IBUN 158 B. 
 
3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS: 
 
 Estandarizar un método que permita obtener un extracto proteico crudo a partir de 
un cultivo de la cepa nativa de Clostridium IBUN 158 B, proveniente del Instituto de 
Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia. 
 Evaluar los métodos de separación por filtración en gel e intercambio iónico en un 
sistema FLPC para la separación de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa de 
la cepa Clostridium IBUN 158 B.  
 Determinar la actividad enzimática, pH, temperatura óptima, parámetros cinéticos, 
masa molecular y efecto de los iones sobre la actividad de la enzima 1,3-
propanodiol deshidrogenasa purificada 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1. Microorganismos, medios y condiciones de cultivo  
 
Se empleó la cepa nativa Clostridium IBUN 158B seleccionada del Banco de cepas 
Instituto de Biotecnología Universidad Nacional (IBUN), la cual fue aislada de suelos de 
cultivo de Tomate (Montoya et al, 2000a). Esta cepa nativa fue caracterizada bioquímica y 
molecularmente en estudios anteriores y demostró ser la mejor productora a nivel de 
laboratorio de 1,3-PD en comparación con otras cepas nativas de Clostridium sp. 
(Montoya et al, 2001, Cárdenas y Pulido, 2004; Aragón, 2007) 
 
Para la obtención de los stocks puros se siguió el protocolo establecido por Cárdenas y 
Pulido, 2004, empleando el medio de cultivo comercial RCM (Oxoid ®), cuya composición 
se describe en la (Tabla 3) y el medio TGY (Tabla 4), al cual se le modificó su fuente 
original de carbono por glicerol para inducir la producción de enzimas, los medios de 
cultivo fueron manejados en cámara de anaerobiosis (Coy ®). Las cepas puras y viables 
fueron incubadas a 37°C por 96 horas bajo agitación orbital a 200 r.p.m. para ser 
posteriormente utilizadas como stock de trabajo.  
Las metodologías empleadas para la activación de las cepas, condiciones de crecimiento 
anaeróbico y determinación de biomasa celular fue llevada a cabo siguiendo la 
metodología descrita por Montoya et al., 2000ª.  
 
Tabla 3. Composición del caldo RCM OXOID® 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4. Componentes del medio TGY (modificada la fuente de carbono glucosa por Glicerol) 
 
 
4.2. Cinéticas de crecimiento 
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Se realizaron con el fin de determinar el comportamiento de la cepa nativa, frente a las 
condiciones dadas durante su fermentación en vial y establecer el tiempo en el cual debía 
ser tomado el cultivo para obtener una concentración de proteína suficiente para los 
ensayos. Se evaluaron tiempos de 0 a 14 horas para la cepa inoculada en medio RCM® 
(Tabla 14 ) a partir del stock y de 0 a 36 horas para la cepa inoculada en medio TGY 
(Tabla 15)a partir del medio RCM ®. Las curvas se realizaron en viales con 25 ml de 
medio RCM® y TGY y las densidades ópticas fueron obtenidas, por triplicado, a una 
longitud de onda de 600 nm en un espectrofotómetro Bio Rad ® (figuras 25 y 26). A la 
cepa inoculada en medio TGY se le evaluó además la producción de biomasa en función 
del tiempo (figura 27), para realizar la correlación entre la absorbancia y peso seco de la 
biomasa siguiendo el protocolo establecido por Cárdenas y Pulido, 2004. La densidad 
óptica esperada se encontraba en un rango entre 0.8 y 1.0, valores que fueron obtenidos 
a partir del comportamiento del cultivo durante la fase exponencial. 
 
4.3. Obtención del Extracto Proteico Crudo 
 
4.3.1. Producción del extracto proteico crudo  
Previó al proceso de sonicación los paquetes celulares provenientes de la fermentación 
en medio TGY de un periodo de incubación de 18 horas, fueron sometidos a lavados con 
SSE (Solución Salina EDTA), centrifugados a 4500 r.p.m. por 15 min a 4°C y finalmente 
resuspendidos en Buffer Fosfato de Potasio (BPK) 100 mM a pH 8.0, mezclado con el 
inhibidor de proteasas PMSF.  
Con base en la literatura se evaluó el protocolo empleado por Schwarz et al., 2007, para 
la producción del extracto proteico, en el cual se establecen 6 ciclos de 3 min a una 
frecuencia de 20 Hz. La lisis celular se realizó mediante la técnica de sonicación con un 
equipo SONICS Vibra cell ®. La prueba se efectúo manteniendo la muestra a 4°C, pero se 
variaron los parámetros establecidos por el autor, probando hasta 12 ciclos observando el 
grado de lisis luego de cada ciclo por tinción de Gram, se calcularon tiempos de 
sonicación de 30 hasta 60 segundos, buscando que no se presentara aumento en la 
temperatura de la muestra para evitar la denaturación de las proteínas, lo cual fue 
observado por electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% bajo condiciones no 
denaturantes. La recuperación se realizo centrifugando la muestra luego de la sonicación 
a 14000 r.p.m por 15 min y retirando el sobrenadante, puesto que allí se encuentran las 
proteínas intracelulares y la proteína de interés es una proteína intracelular (Schwarz et al, 
2007). 
 
4.3.2. Determinación de Proteínas por el Método Fluorométrico 
A partir de los Extractos proteicos crudos obtenidos del proceso de sonicación, se 
determinó la concentración de proteína total por Fluorometría usando el equipo Qubit ® de 
invitrogen. El procedimiento para su determinación se realizo de acuerdo al protocolo 
establecido por la casa comercial del Kit y del equipo.  
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4.3.3. Determinación de la Actividad Enzimática 
Para el análisis y estudio de la ruta metabólica que implica la transformación de glicerol a 
1,3-propanodiol en C. butyricum (Maloui et al., 2001; Reimann et al., 1998; Saint-Amans 
et al., 2001) y en otros microorganismos como E. agglomerans (Barbirato et al., 1996; 
Barbirato et al., 1997) se han realizado ensayos cuantitativos donde se determina la 
actividad enzimática de forma indirecta. El ensayo para la determinación de la actividad 
enzimática de la 1,3-propanodiol deshidrogenasa se basa en una reacción inversa donde 
la enzima presente en el extracto crudo enzimático, por medio de NAD+ oxida el 1,3-
propanodiol y se genera 3-HPA y NAD+H. Este último es medido por espectrofotometría a 
una longitud de onda de 340 nm (Johnson and Lin, 1987).  
 
Se utilizó como control positivo una enzima comercial alcohol deshidrogenasa de 
Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich ®) y como control Negativo una enzima 
Glucosiltransferasa. 
La actividad catalítica de la enzima en solución fue medida por espectrofotometría a una 
longitud de onda de 340 nm, en un espectrofotómetro de Bio Rad ®, los valores de 
Absorbancia se tomaron por triplicado y fueron interpolados en una curva de calibración 
para NAD+H utilizando la ecuación de la recta resultante (figura 21), lo que nos permitió 
establecer la concentración de NAD+H generada por la enzima 1,3-propanodiol 
deshidrogenasa en el momento de oxidar el 1,3-propanodiol y así establecer las unidades 
(U) de actividad enzimática (Anexo 1). Para establecer diferencias y hacer un análisis de 
dichas actividades enzimáticas se calcularon las unidades de las mismas, donde una 
unidad de actividad enzimática (U) es definida como la cantidad de enzima que cataliza la 
formación de 1 µmol de NAD+H por minuto a 30°C (Marçal et al., 2009; Abbad-Andaloussi 
et al., 1996; Barbirato et al., 1997; Veiga-Da-Cunha and Foster, 1992). 
 
La actividad enzimática se determino utilizando una solución que contenía 1,3-propanodiol 
100 mM, NAD+ 0.6 mM, Sulfato de amonio (NH4)2SO4 30 mM, Buffer bicarbonato de 
potasio (pH 9.0) 100 mM en un volumen final de 1 ml. El ensayo se efectuó, agregando un 
volumen de extracto crudo de 150 μl e incubando a 30°C, durante 6 minutos (Anexo 2) 
(figura 27) (Johnson and Lin, 1987). Para la caracterización enzimática, se evaluó por 
triplicado cada condición en relación a la producción de NAD+H,  las determinaciones se 
realizaron en un lector de ELISA TECAN ®, con filtro de 340 nm a 30°C al minuto 6, a un 
volumen final de reacción de 200 µl (figura 23). El empleo de este equipo requirió el 
desarrollo de una curva de calibración de NAD+H, debido al cambio de condiciones entre 
los equipos (figura 22). 
 
Adicionalmente se evaluó la actividad de la enzima por tinción de geles de poliacrilamida 
siguiendo el protocolo empleado por Suárez (2004), en el cual se emplea una solución 
que detecta la enzima mezclada en un agar al 2% a partir de los stocks de metasulfato de 
fenazina (PMS), 3-(4,5-dimetil-tiazolil)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio (MTT), NAD+ y 1,3-
PD (Johnson and Lin, 1987), la cual es especifica para deshidrogenasas. 
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4.4. Purificación de la Enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa 
 
4.4.1. Precipitación de proteínas 
Inicialmente se busco concentrar y separar proteínas empleando la técnica de Salting Out 
o precipitación con sulfato de amonio, antes de pasar el extracto proteico crudo por la 
columna de intercambio aniónico.  
Los porcentajes de saturación a evaluar se obtuvieron de los datos reportados por otros 
autores en los que se manejaban rangos de saturación que iban desde 0-70% para 
algunas deshidrogenasas (Tang et al., 1979, Johnson and Lin, 1984, Dietrichs and 
Andreesen, 1990, Veiga-Da-Cunha and Foster, 1992, Schneider et al., 1983).  
La concentración y separación de la enzima se realizó por duplicado, teniendo en cuenta 
el protocolo empleado por (Dietrichs and Andreesen, 1990). Se adiciono la sal de sulfato 
de amonio a 1 ml de extracto crudo, la solución se agitó lentamente por 5-15 minutos a 
4°C, hasta observar la precipitación de las proteínas, para luego centrifugar a 10000 rpm 
por 10 minutos. Se recogió el precipitado y se resuspendió en 1 ml de buffer fosfato de 
potasio 0.1 M pH 8.0. Antes de realizar las mediciones de actividad enzimática las 
muestras fueron desalteadas empleando filtros de centrifugación 10 K (PALL®) (Daniel et 
al, 1995)  
 
4.4.2. Separación y purificación de la enzima 
La purificación se realizó empleando un sistema cromatográfico FPLC de Bio-Rad ®, 
siguiendo el protocolo empleado por Johnson and Lin, 1985, se utilizo una columna 
empacada de Q sepharose Bio Rad®, la cual tiene un grupo activo -N(CH3)2H+, y retiene 
grupos con carga negativa, a una tasa de flujo de 1.5 ml/ min, permitiendo la separación 
de mezclas proteicas por intercambio Aniónico y se empleó un buffer 20mM de Tris pH 
8.0 como fase móvil. La deshidrogenasa fue eluida con un gradiente lineal de 0-1 M de 
NaCl, preparado en Buffer Tris-Cl pH 8.0 20 mM suplementado con 2 M NaCl, a una tasa 
de flujo de 1.5 ml/min.  
 
4.4.3. Verificación de la Purificación 
Mediante la determinación de la concentración de proteína por Fluorometría como ensayo 
general y la determinación de la actividad enzimática como ensayo específico; se evaluó 
la eficiencia del proceso de purificación por medio de parámetros como: 
- Actividad Específica: es la relación entre la actividad enzimática en unidades de 
actividad (U/ml) y la concentración de proteína (mg/ml). 
- Rendimiento: También llamado porcentaje de enzima recuperada; es la relación 
entre la actividad enzimática total de la etapa de purificación y la actividad 
enzimática total de la primera etapa multiplicado por cien. 
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- Factor de Purificación: También llamado grado de purificación; es la relación entre 
la actividad específica de la etapa de purificación y la actividad específica de la 
primera etapa.  
 
4.4.4. Análisis de proteínas (PAGE) 
 
Como una forma de comprobar el grado de purificación de la enzima, se realizaron 
electroforesis en condiciones nativas y desnaturalizantes, llevadas a cabo en una cámara 
mini PROTEAN 3 (Bio Rad ®) a 100 V, 50 mA durante 1 hora y 30 minutos con geles de 
dimensiones de 7 x 8 cm y 0.75 mm de espesor. Las soluciones preparadas y los 
reactivos necesarios se adicionaron en los volúmenes adecuados para preparar un gel 
concentrador de poliacrilamida al 5% y un gel separador con una concentración al 10% 
(Bollag and Stuart, 1991; Coligann et al., 1997). Para la corrida se utilizó un Buffer Tris-
Glicina en condiciones nativas o Tris-Glicina SDS 0.1% para condiciones denaturantes. 
Las bandas fueron comparadas frente a un marcador de peso comercial de 190 KDa 
(Bioline ®), evidenciadas mediante la coloración con azul de coomassie y los geles 
inmortalizados (Bollag and Stuart, 1991) 
 
4.5. Caracterización de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa 
 
4.5.1.   Determinación de la Temperatura óptima 
 
Se evaluó la actividad enzimática del extracto proteico crudo por duplicado, midiendo la 
producción de NAD+H obtenida mediante lecturas en el espectrofotómetro Bio Rad ® a 
una longitud de onda de 340 nm e interpolando los resultados en la curva de calibración 
de NAD+H. El ensayo se efectuó incubando la mezcla de actividad dentro del rango de 
temperaturas establecido para bacterias mesófilas (20°C a 40°C), con intervalos de 5°C 
para seleccionar de manera preliminar la temperatura adecuada. Posteriormente se 
evaluaron rangos que iban entre 25 a 31°C con intervalos de 2°C. (Barbirato et al., 1998; 
Barbirato et al., 1997, Barbirato et al., 1996; Malaoui and Marczak, 2001ª; Veiga-Da-
Cunha and Foster, 1992; Johnson and Lin, 1987; Abbad-Andaloussi et al., 1995, Nemeth 
et al., 2003) 
 
4.5.2. Determinación del pH óptimo 
 
Los ensayos para determinar el pH óptimo fueron desarrollados con un buffer bicarbonato 
de potasio, ajustado con una concentración de KOH 3 M o HCl 3 M. Los rangos fueron 
medidos por duplicado en placas de 96 pozos a una absorbancia de 340 nm para 
determinar la producción de NAD+H, a través de un lector de ELISA TECAN®. Evaluando 
rangos de pH de 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5. La mezcla de reacción contenía 1,3-
propanodiol 100 mM, el cual fue oxidado en la presencia de NAD+0.6 mM, Sulfato de 
amonio 30 mM y el buffer bicarbonato de potasio a diferentes pHs (Malaoui and Marczak, 
2001ª, 2000; Barbirato et al., 1997). La reacción fue llevada a un volumen de 200 µl y los 
resultados de la Absorbancia generada por la producción de NAD+H son interpolados en 
la curva de calibración hecha para determinar la actividad de la enzima. 
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4.5.3. Determinación de parámetros cinéticos Km y Vmax 
 
Los parámetros cinéticos fueron obtenidos a partir de mediciones hechas por triplicado 
con diferentes concentraciones de sustrato y coenzima (1,3-PD, NAD+), el sustrato 1,3-
PD se evaluó a concentraciones (2, 5, 10, 15, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 180, 200) y NAD+ 
a concentraciones de (0, 0.1, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5, 2, 2.5, 3) a una temperatura de 30°C 
con un buffer bicarbonato de potasio 100 mM (pH 10), Sulfato de amonio 30 mM. Los 
parámetros cinéticos, se calcularon por una regresión no lineal de la ecuación de 
Michaelis Menten, empleando la grafica de lineaweaver-Burk (Se grafica (1/V) Vs (1/[S]), 
de ahí que se pueda identificar Km y Vmax), de acuerdo al protocolo establecido por 
Malaoui and Marczak (2001ª, 2000) 
 
4.5.4. Efecto de los iones divalentes 
 
La prueba fue realizada por triplicado, se adicionaron los iones divalentes de las sales de 
Cloruro de NH4+, Na2+, K+, Mg2+ o Li+ a una concentración (10 mM), Fe2+, Mn2+ y Ca2+ a 
una concentración de (1mM) en 1,3-PD 100 mM, para ser finalmente mezclados en la 
reacción que contenía Sulfato de amonio 30 mM, NAD+ 0.6 mM y Buffer bicarbonato de 
potasio 100 mM (pH 10.0). Las sales y sus concentraciones fueron establecidas de 
acuerdo al efecto que han generado en la actividad de la enzima 1,3-propanodiol 
deshidrogenasa en otros estudios, por lo que su evaluación se realizó teniendo en cuenta 
el protocolo establecidos por Malaoui and Marczak, 2001ª,2000. Las concentraciones 
fueron evaluadas también 5 mM y 0.5 mM por debajo y por encima del rango establecido 
por los autores. 
 
4.5.5. Ensayo preliminar para la determinación de la masa molecular 
 
La masa molecular aproximada fue determinada usando la técnica de electroforesis en gel 
de poliacrilamida bajo condiciones denaturantes (Luers et al., 1997).La prueba se realizo 
colocando por triplicado las muestras en los geles, para calcular la masa molecular de la 
enzima con base en la migración de esta a través del gel teñido con Azul de Coomassie y 
extrapolando los resultados frente a un marcador de masa molecular estandarizado 
(Tabla 5). Para esto fue necesario desarrollar una curva patrón con los valores en mm de 
la migración de las proteínas de referencia cuya masa molecular es 190 KDa (Bioline®) 
(Bollag and Stuart, 1991; Tang et al., 1979; Malaoui and Marczak, 2000) 
  
Los valores en milímetros (mm) de la distancia de las bandas que detectaron la actividad 
de las enzimas de interés en el gel, fueron reemplazados en las ecuaciones para hallar su 
logaritmo (Log) correspondiente. A estos últimos, se les calculó su antilogaritmo, dando 
como resultado la masa molecular aproximada de la enzima. 
 
 Tabla 5 Marcador comercial preteñido de 10 a 190 KDa (Bioline®) 
 
Banda Marcador Tamaño (KDa)
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Preteñido 
A 178 
B 120 
C 78 
D 51 
E 40 
F 25 
G 18 
H 12 
I 10 
   
 
4.5.6. Determinación del Punto Isoeléctrico 
 
Se determinó de manera teórica teniendo en cuenta la secuencia de proteínas obtenida 
por Montoya (2008b) para la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa, publicada en la 
base de datos de NCBI para Clostridium IBUN 158B y se empleo la herramienta 
bioinformática del instituto de biotecnología EMBnet para calcular el punto isoeléctrico de 
la enzima. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. RESULTADOS 
 
5.1. Método de obtención del Extracto Proteico Crudo 
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5.1.1. Cepas de trabajo 
 
La cepa de Clostridium IBUN 158B, presentó características típicas de Clostridios (Figura 
7), con formas de bastón Gram positivo, esporas terminales y subterminales de forma oval 
y esférica. Sin embargo dependiendo del momento en el que se tomo la muestra los 
bacilos se observaban Gram negativos y algunos agrupados en cadena, lo cual es 
descrito como una estrategia para la supervivencia de las bacterias al agotarse los 
nutrientes en el medio de cultivo.(Hippe et al., 1982).  
           
Figura 7. Tinción de Gram de Clostridium IBUN 158B. 
 
5.1.2. Cinética de crecimiento 
 
Antes de producir el extracto proteico crudo fue necesario conocer el comportamiento de 
la cepa en cada uno de los medios empleados para su crecimiento RCM® y TGY 
modificado (Anexo 3 y 4), para determinar en que fase de crecimiento se detenia el 
crecimiento microbiano. De acuerdo a lo observado se estableció que el tiempo en el cual 
se obtendría mayor biomasa viable en medio RCM® era la hora 8 con una DO de 1.61 y 
el tiempo en el que se expreso la mayor actividad de la enzima en medio TGY fue la hora 
18 con una DO de 0.838, tiempo adecuado para realizar la extracción proteica, ya que en 
este momento el microorganismo se encuentra en la mitad de la fase logarítmica de 
crecimiento y se produce la mayor cantidad de 1,3-propanodiol, lo cual esta relacionado 
con la mayor producción de la enzima (Saint-Amans et al., 2001; Abbad-Andaloussi et al., 
1996) 
 
La adaptación de la cepa al medio de cultivo fue mayor en medio RCM® que en medio 
TGY modificado, la mayor Absorbancia obtenida a 600 nm en unidades de absorbancia 
(UA) fue de 2.8 para RCM® y 1.17 para TGY modificado. Para correlacionar la densidad 
óptica obtenida a 600nm en los medio de cultivo con una medida directa, se realizó una 
curva de peso seco de la biomasa en g/l y se determinaron parámetros cinéticos como 
velocidad específica de crecimiento (µx) y tiempo de duplicación (Td), los resultados 
fueron de 2,19 divisiones por hora y 0,316 por hora, respectivamente (figura 27, tabla 17). 
Además se observó una producción de biomasa por unidad de DO de aproximadamente 
1,23 g/l (Anexo 5). 
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5.2. Obtención del Extracto Proteico Crudo 
 
5.2.1. Producción del Extracto proteico crudo 
 
Debido a que la enzima de interés para este estudió es de tipo intracelular, la preparación 
de proteínas a partir de Clostridium IBUN 158B, se realizo por sonicación tal como se 
describió en materiales métodos. Se observó que conforme aumentaban los ciclos el 
número de microorganismos íntegros disminuía y los residuos celulares aumentaban, lo 
cual se presentaba debido al proceso de lisis que sufrían las células (Figura 8).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Tinción de Gram de las cepas nativas de Clostridium. IBUN 158B luego de cada uno de los ciclos y 
tiempos de sonicación. Prueba realizada a 4°C, 60 KHz , con periodos de tiempo de 30s 
Las células fueron sujetas a varias sonicaciones y se estableció que las condiciones 
óptimas para obtener homogeneidad y mayor producción proteica en las muestras, se 
lograba en el ciclo 12, con tiempos de sonicación de 30 segundos, tiempos de reposo de 
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30 segundos a 60 KHz y 6W. La concentración de proteína total fue medida 
fluorometricamente, utilizando el equipo Quibit de Invitrogen ®, alcanzó una concentración 
de proteína que variaba entre 2.6 y 3.1 mg/ml obtenidas de 1.5 ml de células con una 
D.O. de 0.8 a 1.0.  
 
5.2.2. Actividad Enzimática 
Las mediciones de Actividad enzimática en solución encontradas en los extractos 
proteicos crudos durante el desarrollo del estudio se encontraban entre 0,013 µmol/min 
medido en cubeta por espectrofotómetro (Bio Rad ®) a 340 nm y 0,26 µmol/min medido 
en placa de 96 pozos por lector de ELISA (TECAN ®) con filtro de 340 nm. 
Con relación a la actividad In situ de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa purificada 
(figura 9), se pudo evidenciar que esta se encontraba presente, ya que se observaron 
bandas debidas a la oxidación del 1,3-propanodiol y la reducción de NAD+, luego de 12 
horas de incubación a 37°C, que se presentaron a la misma altura de las observadas en 
los geles teñidos con Azul de Coomassie (figura 10). Cabe resaltar que esta solo se pudo 
observar cuando la concentración de proteína total en el concentrado era igual o superior 
a 0,500 mg/ml 
 
            
Figura 9. Zimograma de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa purificada, en un gel de poliacrilamida al 
10%. El pozo 1 corresponde al marcador de masa molecular de 190 KDa (Bioline ®). Los pozos (2 - 4) 
corresponden a la actividad de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa de la cepa nativa de Clostridium 
IBUN 158B 
1,3‐propanodiol deshidrogenasa
     1               2                3                 4
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Figura 10. Electroforesis bajo condiciones denaturantes en gel de poliacrilamida al 10% de la enzima 1,3-
propanodiol deshidrogensa purificada. (1) Marcador de masa molecular de 190 KDa (Bioline ®). Pozos (2 - 4) 
bandas que corresponden a la de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa de la cepa nativa de Clostridium 
IBUN 158B teñidas con Azul de Coomassie. 
 
5.2.3. Curva de Calibración para NAD+H 
Los rangos de concentración a evaluar se encontraban entre 5 y 280 µM de NAD+H y 
fueron escogidos debido a que a estas concentraciones los valores de absorbancia se 
encuentran entre 0.1 y 0.9. 
La regresión lineal y la ecuación de la recta se tomo de las absorbancias 
correspondientes a las concentraciones 0 a 20 µM ver Anexo 1, ya que por los resultados 
de absorbancia obtenidos de la actividad enzimática a través del estudio se ha podido 
determinar que las concentraciones de NAD+H no sobrepasan una concentración mayor 
20 µM en espectrofotómetro (Tabla 11). A diferencia de las concentraciones encontradas 
en placa de 96 pozos, la ecuación de la recta se estableció en concentraciones que iban 
desde 20 hasta 200 µM (Tabla 12), para el lector de ELISA TECAN ® ubicado en la 
facultad de farmacia laboratorio de Bioensayos. 
 
5.3. Separación y Purificación de la Enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa 
Los métodos empleados dentro de la separación y purificación de la enzima fueron 
desarrollados siempre con un extracto proteico crudo diferente a un volumen 1.5 ml, razón 
1,3‐propanodiol deshidrogenasa
  1                 2                 3                 4
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por la cual se presentan algunas diferencias en los resultados, entre los parámetros a 
evaluar en cada metodología. 
 
5.3.1. Precipitación de proteínas 
 
En la precipitación con Sulfato de Amonio a cada uno de los extractos proteicos 
evaluados se les determino proteína total, actividad enzimática y se obtuvo un patrón 
electroforético (figura 11). En la tabla 6 se puede observar que hay una perdida hasta del 
95% en la concentración de proteína total, el porcentaje de recuperación de la enzima de 
interés no sobrepasa el 59% y adicionalmente se puede ver que a medida que aumenta el 
porcentaje de saturación la actividad de la enzima disminuye.  
 
Tabla 6. Purificación de la enzima 1,3–propanodiol deshidrogenasa por el método de precipitación con Sulfato 
de Amonio. Se utilizaron porcentajes que iban desde el 55% al 85% de saturación con sal. 
% Saturación 
Proteína 
Total 
(mg/ml) 
Proteína 
Final 
(mg/ml) 
Actividad 
Enzimática 
(µmol/min ) 
Actividad 
Especifica 
(U/mg) 
Purificación % Recuperación
Extracto crudo 
0% 1,99 _ 0,0156 0,0078 1 100% 
55% 1,99 0,228 0,0092 0,0403 5,16 58,90% 
Extracto crudo 
0% 1,24 _ 0,0182 0,0146 1 100% 
65% 1,24 0,0382 0,0082 0,2146 14,69 45% 
Extracto crudo 
0% 1,71 _ 0,0095 0,0056 1 100% 
75% 1,71 0,0769 0,0025 0,0325 5,8 26,30% 
Extracto crudo 
0% 1,84 _ 0,0097 0,0053 1 100% 
85% 1,84 0,0190 0,0018 0,0947 17,86 18,50% 
. 
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Figura 11. Perfil Electroforético obtenido luego de la saturación con Sulfato de Amonio, en un gel de 
poliacrilamida al 8% bajo condiciones no denaturantes. Los pozos (1,3,5,7) pertenecen a extractos proteicos 
crudos con un porcentaje de saturación del 0%, mientras los pozos (2,4,6,8) evidencian la concentración de 
proteína de los extractos luego de la precipitación con sulfato de amonio a porcentajes de saturación del 85, 
75, 65 y 55% respectivamente. 
 
5.3.2. Separación y purificación 
Los resultados obtenidos durante las primeras corridas mostraron problemas de unión de 
la proteína a la resina, debido al tipo de buffer que se empleo como fase móvil (Buffer 
fosfato de potasio 20mM pH 8.0), evidenciado en una salida en masa de la muestra luego 
de ser inyectada. Estos resultados sugirieron evaluar nuevas condiciones de corrida. Las 
nuevas condiciones de corrida incluyeron el cambio en la concentración y tipo de buffer 
tanto del extracto proteico crudo como del buffer de corrida a un Buffer Tris-Cl 20 mM 
pH8.0, para evitar que el buffer de corrida compitiera con la muestra por los sitios de 
unión de la resina y la prueba iniciará con la mima concentración de sal, permitiendo 
establecer el mismo perfil de corrido cromatográfico para todas las muestras procesadas. 
La elución se realizó con un gradiente lineal de NaCl entre 0 y 1 M  y se observo que la 
enzima de interés fue eluida a los 30 minutos (Figura 12), con una concentración de NaCl 
de 0.3M. A las fracciones colectadas (1 ml) se les determinó actividad enzimática, 
concentración de proteína, porcentaje de recuperación y purificación obtenida por la 
técnica. Se confirmo que el perfil obtenido era el correcto,luego de correr varias muestras 
que mostraron perfiles idénticos, con resultados de actividad similares en los mismos 
picos (Tabla 7).  
 
 
 
32 
 
 
 
Figura 12. Perfil Cromatográfico obtenido con una columna de Intercambio Aniónico Q sheparose a una tasa 
de flujo de 1.5 ml/min, utilizando Tris 20mM pH 8.0 como fase móvil y eluído con Buffer Tris 20mM pH 8.0 + 
2M de NaCl. La línea discontinua hace referencia al gradiente lineal de sal, La línea roja a la presión ejercida 
por el gradiente sobre la columna, la línea azul al gradiente de pH y la línea continua a la concentración de 
proteína. La Zona delimitada con verde nos permite establecer el pico en el que se encuentra la mayor 
actividad de la enzima1,3-propanodiol deshidrogenasa.  
 
 
Se observa en la Tabla 7, que en las fracciones obtenidas a partir de un extracto proteico 
crudo preparado y eluido con buffer Tris-Cl 20 mM pH 8.0, la concentración de proteína, la 
actividad enzimática, la actividad específica y los parámetros de rendimiento y 
purificación, son mayores a la de las fracciones colectadas a partir de un extracto proteico 
crudo preparado con BPK 20 mM pH 8.0 y eluido con buffer Tris-Cl 20 mM pH 8.0. En los 
resultados se evidencia una mayor actividad enzimática en el tercer pico del perfil 
cromatográfico. Sin embargo, se puede advertir que algunos datos de las fracciones que 
se encuentran al lado también muestran una actividad significativa. Los resultados 
obtenidos de las mediciones de cada una de las fracciones nos permitió establecer que la 
concentración de proteína obtenida por fracción no superaba los 0,26 mg/ml, que la 
actividad máxima encontrada era de 0,094 µmol/min, purificando la enzima 14 veces y 
recuperándola en un 69%. Es importante resaltar que a partir de la producción de 4 ml de 
extracto proteico crudo, se producían alrededor de 1.5 ml de enzima pura, con una 
concentración luego del paso por la resina que variaba entre 0,1 mg/ml y 0,5 mg/ml 
dependiendo del comportamiento del microorganismo en la fermentación.  
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Tabla 7. Resultado de las fracciones obtenidos de la purificación de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa por 
Cromatografía de intercambio Aniónico, en la columna Q sepharose. En la tabla se muestran los parámetros evaluados para 
cada una de las fracciones recolectadas, a partir de dos muestras preparadas en Buffer Tris-Cl 20 mM y BPK 20 mM pH 8.0 
PASO Proteína Total (mg/ml) 
Actividad 
Enzimática 
(µmol/min ) 
Actividad 
Especifica 
(U/mg) 
Purificación % Recuperación 
Extracto crudo1 
Tris 20mM 2,91 0,0137 0,0047 1 100% 
Extracto crudo1 
BPK 20 mM 2,97 0,0126 0,0042 1 100% 
Cromatografía de intercambio Aniónico 
1A Tris 20 mM 2,91 0,0137 0,0047 1 100% 
5-6 0,118 0,0079 0,0669 14,245 57,66% 
7-8 0,139 0,0094 0,0676 14,388 68,61% 
9-10 0,117 0,0063 0,0538 11,457 45,99% 
11-12 0,120 0,0027 0,0225 4,787 19,71% 
13-14 0,136 0,0062 0,0456 9,700 45,26% 
15-16 0,151 0,0058 0,0384 8,172 42,34% 
17-18 0,179 0,0023 0,0128 2,734 16,79% 
19-20 0,179 0,0032 0,0179 3,804 23,36% 
1B Tris 20 mM 2,91 0,0137 0,0047 1 100% 
3-4 0,064 0,0023 0,0361 7,682 16,8% 
9-10 0,084 0,0032 0,0383 8,144 23,4% 
12-13 0,155 0,0019 0,0123 2,608 13,9% 
14 0,147 0,0070 0,0476 10,132 51,1% 
18-19 0,101 0,0020 0,0198 4,213 14,6% 
20-21 0,134 0,0025 0,0187 3,970 18,2% 
22-23 0,221 0,0034 0,0154 3,273 24,8% 
24-25 0,260 0,0028 0,0108 2,291 20,4% 
1A BPK 20 mM 2,97 0,0126 0,0042 1 100% 
2 0,031 0,0010 0,0323 7,680 7,9% 
3-4 0,050 0,0005 0,0100 2,381 4,0% 
5-6 0,082 0,0033 0,0402 9,582 26,2% 
7-8 0,134 0,0038 0,0284 6,752 30,2% 
9-10 0,143 0,0011 0,0077 0,271 8,7% 
14-15 0,079 0,0008 0,0101 2,405 6,3% 
16-17 0,095 0,0014 0,0147 3,505 11,1% 
18-19 0,101 0,0020 0,0198 4,715 15,9% 
20-21 0,117 0,0017 0,0145 3,460 13,5% 
1B BPK 20 mM 2,97 0,0126 0,0042 1 100% 
2-3 0,048 0,0009 0,0188 4,464 7,14% 
5-6 0,042 0,0042 0,1000 23,810 33,33% 
7-8 0,054 0,0044 0,0815 19,400 34,92% 
9-10 0.084 0,0050 0,0595 14,167 39,68% 
12-13 0,148 0,0014 0,0095 2,252 11,11% 
19-20 0,093 0,0019 0,0204 4,864 15,08% 
21-22 0,086 0,0025 0,0291 6,921 19,84% 
23-24 0,100 0,003 0,0300 7,143 23,81% 
25-26 0,122 0,0026 0,0213 5,074 20,63% 
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Como los eluidos obtenidos de la cromatografía presentaban actividad, en mayor o menor 
proporción, se recolectaron todas las fracciones de la corrida y se concentraron en tres 
fracciones de acuerdo a su actividad y a la tendencia de los picos obtenidos. Para 
concentrar los eluidos se utilizaron membranas de filtración 100 K (PALL ®), que 
adicionalmente eliminaban proteínas con un rango inferior a 300 KDa (Tabla 8).  
 
Tabla 8. Resultados obtenidos de la concentración de los eluidos provenientes de la purificación por 
intercambio Aniónico. Las muestras fueron concentradas en tres fracciones provenientes de la corrida 
realizada con Buffer Tris-Cl 20 mM pH 8.0 y BPK 20 mM pH 8.0. 
 
Fracción 
Proteína 
Total 
(mg/ml) 
Actividad 
Enzimática 
(µmol/min)
Actividad 
Especifica 
(U/mg) 
Purificación % Recuperación 
1A Tris 20 mM 2,91 0,0137 0,0047 1 100% 
Pool 1 (5-10) Tris A 
20mM 0,196 0,0096 0,0505 10,7 70% 
Pool 2 (11-14) Tris A 
20mM 0,107 0,0014 0,013 0,4 10% 
Pool 3 (15-20) Tris A 
20mM 0,109 0,0031 0,0284 2,2 22% 
1B BPK 20 mM 2,97 0,0126 0,0042 1 100% 
Pool 1 (5-10) BPK B 
20mM 0,102 0,0066 0,0647 15,4 52% 
Pool 2 (14-17) BPK B 
20mM 0,077 0,0008 0,0103 2,45 6% 
Pool 3 (18-21) BPK B 
20mM 0,118 0,0013 0,011 2,61 10% 
 
Los resultados obtenidos de los concentrados muestran que el pool 1 de cada 
concentrado presentó mayor actividad, un porcentaje de recuperación y unos niveles de 
purificación más altos que los encontrados para las otras dos fracciones. 
 
En la tabla 9, podemos observar la estabilidad de los parámetros como concentración de 
proteína, actividad enzimática y actividad especifica en función del tiempo de 
almacenamiento de las muestras preparadas con Buffer Tris 20 mM pH 8.0, se purificaron 
muestras con tres semanas de almacenamiento, frente a muestras con menor tiempo de 
almacenamiento. Los resultados manifiestan una baja concentración de proteína y 
actividad enzimática en muestras con 3 semanas de almacenamiento, razón por la cual se 
determino que el proceso de purificación a partir de extractos proteicos crudos producidos 
en Buffer Tris-Cl 20 mM pH8.0, debía realizarse en un periodo no mayor a una semana.  
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Tabla 9. Efecto del Buffer en la estabilidad de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa a través del tiempo. 
Las muestras de extracto proteico crudo fueron preparadas en Buffer Tris-Cl 20 mM pH 8.0.  
 
Muestra Proteína Total (mg/ml) 
Actividad 
Enzimática 
(µmol/min ) 
Actividad 
Especifica (U/mg)
Extracto proteico crudo 
(3 semanas) 1,95 0,0084 0,0043 
Pool 1 Tris 20mM 0,077 0,0039 0,0506 
Extracto proteico crudo 
(nuevo) 2,97 0,0155 0,0052 
Pool 1 Tris 20mM 0,597 0,0097 0,0162 
 
 
5.3.3. Análisis de Proteínas (PAGE) 
 
A partir de las muestras obtenidas dentro de cada uno de los pasos realizados para 
producir, separar y purificar la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa, se hizo un 
seguimiento del estado y abundancia de las proteínas, por medio de electroforesis en 
condiciones denaturantes  
 
Durante la purificación por cromatografía de intercambio aniónico, se realizaron 
electroforesis en condiciones denaturantes con un porcentaje de acrilamida del 10%, para 
establecer el grado de purificación que se alcanzaba luego de pasar la muestra por el 
equipo FPLC, al igual que el estado de las proteínas y su concentración proteica dentro 
de las muestras (figura 13).  
Al evaluar por electroforesis en condiciones denaturantes, las tres fracciones resultantes 
de concentrar los eluidos de la cromatografía se evidenció en el primer pico se obtenía 
una sola banda, mientras que los otros dos picos obtenidos mostraban más de una. La 
concentración proteica total que se obtenía luego de la purificación no siempre permitía su 
visualización, ya que se encontraba alrededor de 0,190 µg/ml y debido a que la 
concentración de enzima que se colocaba dentro de los pozos estaba alrededor de 1,9 
µg, se hacía difícil observar bandas con una mayor intensidad tiñendo con Azul de 
Coomassie, el cual detecta 0.1-1 µg de proteína, en esta técnica el trifenilmetano aniónico 
se une de forma no covalente a los residuos de lisina de las proteínas. Se buscó 
alternativamente evidenciar la proteína por Tinción con Nitrato de plata, pues esta técnica 
es más sensible detectando concentraciones de proteína en un rango de concentraciones 
de 2-10 ng de proteína, el gel se impregna con nitrato de plata y se revela por reducción 
con formaldehído a pH básico. Los resultados obtenidos por la tinción con nitrato de plata 
fueron bandas a la misma altura, con una concentración no mayor, que la evidenciada por 
tinción con Azul de Coomassie, razón por la cual se decidió siempre teñir con Azul de 
Coomassie, además los costos en reactivos y el tiempo empleado en la técnica de tinción 
con nitrato de plata son mayores que con Azul de Coomassie. 
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Figura 13. Tinción con Azul de Commassie. Condiciones denaturantes al 10%. Pozo 1: Control negativo, 
Pozo 2: Control Positivo, Pozo 3: Enzima 1,3-PDD pura, Pozo 4: MP 190 KDa.  
 
5.4. Caracterización de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa 
 
5.4.1. Efecto de la temperatura sobre la Actividad de la enzima  
Como un ensayo preliminar a la elección del rango de temperaturas a evaluar se 
determinó la actividad enzimática de las muestras por duplicado, en un rango de 
temperaturas que iba entre 20 a 40 °C. Los resultados obtenidos mostraron una mayor 
actividad enzimática a una temperatura de 30°C. A partir de estos resultados se evaluó un 
rango más estrecho de temperaturas, establecido entre 25°C y 31°C (figura 14) que nos 
permitió corroborar lo encontrado en el primer ensayo.  
  
Figura 14. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática en un rango de temperatura de 25 a 31°C.  
 
5.4.2. Determinación del pH óptimo 
 
La elección de los rangos de pH a evaluar se realizó teniendo en cuenta estudios en los 
cuales ha sido evaluada este tipo de enzima. En la (figura 15) se muestra el efecto que el 
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pH generó sobre la actividad de la enzima, se evidenció que el pH adecuado para la 
enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa proveniente de la cepa nativa IBUN 158B es de 
10.0. 
 
Figura 15. Efecto del pH sobre la actividad de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa. Se evaluaron 
rangos de pH establecidos entre 8 y 10.5. 
 
5.4.3. Determinación de parámetros cinéticos  
 
Para la determinación de los parámetros cinéticos, se evaluó la concentración de sustrato 
y el efecto generado por la concentración de coenzima NAD+ como un cosustrato sobre la 
reacción enzimática, los resultados obtenidos muestran una concentración de sustrato 
adecuada de 100 mM junto con una concentración de NAD+ de 2 mM (figuras 16 y 17). La 
enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa fue capaz de reducir el sustrato (1,3-PD) 
exhibiendo una especificidad estrecha por el NAD+ lo cual fue revelado por un aumento 
de la actividad, de acuerdo al comportamiento expuesto por la enzima a diferentes 
concentraciones de 1,3-PD y NAD+ se puede concluir que la enzima de la cepa nativa de 
Clostridium IBUN 158B es una enzima de tipo alosterica o no Michaeliana.  
Debido a que reportes como el de Marçal et al., en el 2009 y Ma et al., en el 2010, indican 
que la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa proveniente de K. pneumoniae presenta 
un comportamiento alosterico, diferente a lo reportado por otros autores para la misma 
cepa y para cepas como Clostridium, Lactobacillus y E. agglomerans en donde se ha 
evidenciado que los microorganismos tienen un comportamiento Michaeliano. Se quiso 
comprobar con este estudio, si la enzima proveniente de la cepa nativa de clostridium 
tuviese el mismo comportamiento que el reportado en los últimos años. 
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Figura 16. Efecto de la concentración de 1,3-propanodiol en mM sobre la actividad de la enzima 1,3-
propanodiol deshidrogenasa, empleando una concentración de NAD+ de 0,6 mM  
 
 
 
Figura 17. Efecto de la concentración de la coenzima NAD+ en la actividad de la enzima 1,3-propanodiol 
deshidrogenasa, empleando una concentración de 1,3-propanodiol de 100 mM 
 
5.4.4. Efecto de los iones divalentes sobre la actividad de la enzima  
 
En la figura 18 y 19, se muestra el efecto generado por las sales de cloruro y su 
concentración sobre la actividad de la enzima purificada, se puede ver claramente que las 
sales de cloruro de manganeso y cloruro de calcio son activadores y potencializan la 
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actividad de la enzima, mientras que las sales de cloruro de Mangnesio reprimen su 
actividad hasta en un 19%. El cloruro de Manganeso aumenta en un 50% la actividad de 
la enzima frente a un 7% que genera el cloruro de Calcio  
 
 
 
Figura 18. Efecto de los iones divalentes sobre la actividad de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa 
 
 
 
 
Figura 19. Porcentaje de actividad de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa frente a la acción de las 
sales de cloruro. 
 
5.4.5. Ensayo preliminar para la determinación de la masa molecular 
 
Teniendo en cuenta los resultados de las electroforesis obtenidas luego del proceso de 
purificación y como una forma de determinar el masa molecular aproximada de la enzima, 
se interpolaron los valores en mm del recorrido de las bandas en el gel, utilizando la 
ecuación de la recta obtenida a partir del tamaño de las bandas del marcador de peso 
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(190 KDA) en geles de poliacrilamida al 10% (figura 20). El resultado obtenido fue una 
masa de 71.3 KDa para la única banda en gel teñido con Azul de Coomassie y de 74.5 
KDa para la banda evidenciada en el zimograma.  
(a)  
1           2            3            4
71,3 KDa
 (b)  
1             2              3              4
74,5 KDa
    
 
Figura 20. Estimación de la masa molecular de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa en geles de 
poliacrilamida al 10% bajo condiciones denaturantes (a) tenido con Azul de Coomassie (b) Zimograma. Los 
pozos (1) contienen el marcador de peso comercial de 190KDa (Bioline®) y los pozos (2-4) contienen la 
enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa luego del proceso de purificación.  
 
 
5.4.6. Determinación del punto isoeléctrico de la enzima 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos usando las herramientas Bioinformáticas; el pI 
teórico generado a partir de los 385 aminoácidos, derivados de la secuencia establecida 
por Montoya (2008b) para la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa de Clostridium IBUN 
158B es de 5.85  
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6. DISCUSION 
 
Criterios de selección para la obtención del extracto proteico crudo: La selección de 
los tiempos de fermentación en cada uno de los medios se estableció para obtener mayor 
biomasa viable y mayor producción de la enzima, conociendo de antemano que la 
producción de la enzima se presenta en la fase exponencial de crecimiento. La 
producción de las enzimas glicerol dehidratasa y 1,3-propanodiol deshidrogenasa puede 
asociarse al crecimiento de los microorganismos al ser un metabólico primario (Abbad-
Andaloussi et al., 1996; Saint-Amans et al., 2001). Cárdenas y Pulido (2004) en su estudio 
demostraron que las cepas de Clostridium sp. que se encuentran en el IBUN tienen una 
mayor tasa de crecimiento y una mayor producción de 1,3-propanodiol finalizando la fase 
exponencial. Se ha establecido que la actividad máxima aparente de la enzima 1,3-
propanodiol deshidrogenasa se da simultáneamente con la producción de 1,3-propanodiol 
(Hongwen et al., 2005) 
 
El empleó del medio RCM® se realizó para aumentar la biomasa del microorganismo y 
para obtener un buen inoculo antes de transferirlo a medio TGY, los resultados de 
biomasa obtenidos a nivel de vial fueron de 1,23 g/l comparables con los obtenidos por 
otros autores que fueron de 1 g/l a nivel de fermentador (Saint-Amans et al., 2001). Se ha 
podido demostrar que dependiendo de la especie y la edad del inoculo, el medio influye 
significativamente en la productividad y la reproducibilidad de las fermentaciones 
(Hornbaek et al., 2004)  
 
El modelo de crecimiento bacteriano se ha usado para estimar parámetros como tasa 
específica de crecimiento y tiempo de latencia en medios de cultivo, para estudiar su 
crecimiento bajo diferentes condiciones tanto físicas como químicas y así construir 
modelos predictivos para usar en microbiología (Larcher et al., 2008). Los parámetros 
cinéticos de Td y µx permiten demostrar la existencia de una maquinaria metabólica 
capaz de transformar el sustrato del medio y asimilar los nutrientes de este, lo que fue 
evidenciado en una fase lag corta haciendo que la fermentación se desarrollara de 
manera rápida. 
 
En el estudio realizado por Schwarz y colaboradores en el 2007, se evaluaron varias 
técnicas para la preparación de proteínas intracelulares de C. acetobutylicum debido a 
que se requieren de procedimientos especiales para el rompimiento de la estructura de la 
pared de Gram positivas, concluyendo que la técnica de sonicación es la adecuada ya 
que permite obtener mayor producción de enzima en mg y adicionalmente rompe 
fragmentos pequeños de ácidos nucleícos que pueden interferir en técnicas de 
electroforesis en 2D. Los resultados obtenidos a partir del uso de la técnica de sonicación 
para la producción del extracto proteico crudo en este estudió permitió establecer que los 
ciclos, frecuencia y tiempos utilizados fueron los adecuados obteniendo una 
concentración que iba desde 2.6 hasta 3.1 mg/ml, lo cual coincide con lo reportado por 
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Schwarz et al., 2007 que fue una concentración de 2.6 mg, para un proceso estándar de 
sonicación en cepas de Clostridium acetobutylicum.  
 
 
Los paquetes celulares preparados para la producción del extracto proteico crudo con 
buffer fosfato de potasio (BPK) 100mM pH 8.0, presentaron estabilidad enzimática hasta 
por dos meses frente a aquellos que fueron preparados con Buffer Tris-Cl 20 mM pH 8.0. 
El BPK elimina proteínas interferentes con función enzimática en los extractos, inhibe una 
amplia variedad de enzimas incluyendo kinasas, fosfatasas, deshidrogenasas (Bollag and 
Stuart, 1991). Extractos preparados con buffer Tris 20 mM pH 8.0 almacenados por tres 
semanas presentaron actividades enzimáticas de 0,0084 µmol/min frente a actividades de 
0,0155 µmol/min de aquellos almacenados por menos de una semana. Malaoui and 
Marczak (2001ª) reportan que en el caso de la 1,3-propanodiol deshidrogenasa de C. 
butyricum, la viabilidad de un extracto es de cinco días a -20°C o de algunas semanas a -
80°C en buffer Tris-Cl 50mM pH 8.0. 
 
El uso de inhibidores es importante para prevenir cambios en la composición proteica del 
extracto producido por sonicación. En este estudio el uso del inhibidor PMSF permitió 
evidenciar picos cromatográficos más definidos, con una mayor concentración de 
proteína. Inhibidores comerciales como este proveen una efectiva inhibición proteolítica 
particularmente en proteínas con una masa molecular cercana a los 66 KDa. (Schwarz et 
al., 2007). Cuando no es adicionado un inhibidor de proteasas se evidencia pérdida 
considerable de la actividad y la visualización de las bandas de actividad requieren de un 
periodo de incubación mayor (Veiga-Da-Cunha and Foster, 1992)  
 
Determinación de la actividad enzimática: Se estableció que condiciones como 
temperatura, agitación y tiempo de medición generaban cambios drásticos sobre la 
actividad de la enzima en solución. Al comparar los resultados de la actividad enzimática 
(0.0094 µmol/min) y específica (0.0676 U/mg) obtenida en este estudio luego de la 
cromatografía frente a los resultados obtenidos por algunos autores como Malaoui and 
Marczak (2000) con actividades de 83 µmol/ min y 1.8 U/mg , se observan valores de 
actividad bajos, lo cual puede deberse a las condiciones en las cuales fueron 
desarrolladas las mediciones y la fermentación, ya que en este estudio no se pudo 
controlar el pH por realizarse a escala vial de 100 ml, afectando la actividad de la enzima 
y la formación de biomasa debido a la producción de ácidos y solventes. Se conoce que la 
ruta del butirato compite con la ruta de 1,3-PD por cuanto en las dos se consumen 
cofactores reducidos (Zeng, 1996; Saint-Amans et al, 2001). 
 
Sin embargo, con este estudio se pudo determinar la presencia de las enzimas necesarias 
para la transformación del glicerol a 1,3-propanodiol. Son muchos los factores que afectan 
la actividad de las enzimas entre ellos la acumulación de algunos compuestos como 3-
HPA, la producción de ácidos y la producción de agentes reductores. Para hacer un 
análisis riguroso de los resultados obtenidos en el estudio se hace necesario establecer la 
concentración de sustratos y productos obtenidos durante la fermentación, de manera que 
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se tenga mayor claridad acerca del flujo metabólico y de la capacidad de la enzima 
durante la transformación del glicerol. 
 
Parámetros como el pH o concentración de NAD+ pueden ser factores de interferencia en 
la cuantificación de la actividad enzimática de cualquier enzima. (Barbirato et al, 1997). De 
acuerdo a lo observado por Amaya y Pardo en el 2009. Clostridium IBUN 158B tiene una 
tendencia al consumo de NAD+H mayor al de otras cepas como C. butyricum DSM 2478, 
lo que sugirió que la actividad de la 1,3-propanodiol deshidrogenasa era mayor en la cepa 
de Clostridium IBUN 158B en vial, esto debido a que parte del H2 que se supone es 
liberado como hidrógeno molecular en la ruta oxidativa, es utilizado para reducir mayores 
cantidades de glicerol hasta 1,3-PD (Biebl et al., 1992).  
  
La competencia por los niveles de consumo de NAD+H, entre el butirato y la ruta del 1,3-
propanodiol, reducen el rendimiento de la conversión de glicerol a 1,3-propanodiol (Saint-
Amans et al., 2001). La reducción en la actividad de la enzima es presumiblemente debida 
a la muerte celular, así como a la densidad celular que se ve disminuida al mismo tiempo 
(Tang et al., 2009; Abbad-andaloussi et al., 1995). La producción de ácidos puede 
modificar el pH intracelular y puede provocar una caída en la actividad de la 1,3-
propanodiol deshidrogenasa durante el cultivo y subsecuentemente acumular 3-
hidroxipropionaldehido (Barbirato et al., 1997). La inactivación de la enzima puede surgir 
ya en células enteras durante el cultivo, durante el rompimiento celular y también dentro 
de cada una de las etapas del proceso de purificación. La consecuencia de la inactivación 
temprana es que la preparación final de la enzima está acompañada por una forma 
inactiva de la misma proteína y podría ser la razón para que frecuentemente se observe 
discrepancias en los resultados (Schneider et al., 1983) 
 
El análisis del Zimograma, en este estudio mostró que la subunidad de la enzima 1,3-
propanodiol deshidrogenasa es la forma catalítica de la enzima, coincidiendo así con lo 
demostrado por Johnson and Lin (1987) y por Marçal y colaboradores (2009), en donde 
las formas octaméricas o decaméricas respectivamente presentan actividad. Esto fue 
demostrado luego de realizar la electroforesis en condiciones denaturantes en gel de 
poliacrilamida al 10% y remover el SDS del gel, ya que se pudo evidenciar que la única 
banda generada en el gel presentaba actividad frente a la mezcla de reacción especifica 
para deshidrogenasas.   
 
Purificación de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa 
 
Precipitación de proteínas: De acuerdo a los resultados obtenidos en la tabla 6, a un 
porcentaje de saturación del 55% con sulfato de amonio, se pudo evidenciar una pérdida 
de actividad enzimática superior al 40%, con una pérdida evidente de proteína y un 
porcentaje de recuperación de tan solo el 58% y a medida que se aumentaba el 
porcentaje de saturación, mayor pérdida de actividad se evidenciaba. Lo anterior puede 
explicarse en que el desarrollo del precipitado depende de la proteína y los materiales no 
deseados tales como iones metálicos, los cuales precipitan al mismo tiempo en la muestra 
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o fracción y además cantidades grandes de iones amonio interfieren fuertemente en las 
pruebas de proteína total (Coligann et al., 1997) y más aún cuando la muestra a emplear 
es un extracto proteico crudo.  
 
Al emplear la técnica de precipitación con sulfato de amonio y luego de retirar la sal por 
centrifugación con filtros 10K (PALL®), se evaluó la actividad de la enzima tanto en el 
precipitado como en el sobrenadante y se observó que la recuperación de la enzima fue 
menor en el precipitado con una actividad enzimática de 0,0049 µmol/min en comparación 
con la del sobrenadante que fue de 0,0092 µmol/min a partir de una actividad inicial de 
0,0156 µmol/min, lo cual nos llevo a establecer que las mediciones debían realizarse a 
partir del sobrenadante obtenido de la saturación. 
 
La pérdida de actividad y de concentración de proteína a medida que aumentaba el 
porcentaje de saturación con la sal, nos permitieron concluir que este método no es 
apropiado para utilizar como primer paso de purificación, razón por la cual no se utilizó 
sulfato de Amonio para concentrar y purificar la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa, 
coincidiendo así con lo expuesto por algunos autores como Daniel (1995), Jhonson (1987) 
y Dietrichs and Andreesen (1990), quienes observaron perdidas de actividad hasta de un 
40 a un 50% al emplear sulfato de amonio. 
 
Separación y purificación de la enzima por Cromatografía: La selección del buffer de 
corrida es determinante principalmente por la relación entre el pH, la actividad y 
estabilidad de la proteína de interés. Inicialmente los ensayos se realizaron con Buffer 
Fosfato de Potasio 20 mM pH 8.0 como fase móvil, debido a que el extracto proteico 
crudo se había producido en BPK 100 mM pH 8.0. Los resultados evidenciaron problemas 
con la fuerza iónica de la fase móvil y el extracto crudo, ya que seguramente el fosfato 
estaba compitiendo por las uniones de tipo iónico de la resina con las proteínas de la 
muestra y generaba un cambio brusco en la concentración de la sal en el momento en el 
que la muestra era inyectada por el equipo, haciendo que la muestra saliera en masa 
antes de iniciar el flujo lineal de gradiente de sal. Al cambiar la fase móvil y la producción 
del extracto por Tris-Cl 20 mM e iniciar con una misma concentración de sal, se obtuvo el 
mismo perfil cromatográfico para todas las corridas. La proteína fue eluida a un gradiente 
de 0,3 M de NaCl, lo cual es coherente con datos publicados por otros autores en los 
cuales el gradiente del buffer de elución no es mayor a 0,3 M para la enzima 
deshidrogenasa en el sistema cromatográfico que utilizan. (Veiga-Da-Cunha and Foster, 
1992, Schneider et al., 1983, Malaoui and Marczak, 2000). 
 
Los datos obtenidos de actividad enzimática de la cepa de Clostridium IBUN 158B a partir 
de los procesos de purificación muestran que el proceso de cromatografía por intercambio 
aniónico junto con el uso de filtros de centrifugación que adicionalmente permiten eliminar 
proteínas con una masa inferior a 300KDa, son una buena alternativa para la separación 
de la enzima del extracto proteico crudo. La cromatografía permitió recuperar hasta un 
68% de la enzima sin ningún otro paso adicional de purificación con una actividad 
enzimática de 0.0094 µmol/min a partir de un extracto crudo que tenia una actividad 
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enzimática de 0.0137 µmol/min, purificando la enzima hasta 14 veces. Al concentrar los 
eluidos con los filtros se obtuvo una actividad de 0.0096 µmol/min con un porcentaje de 
recuperación del 70% y se purificó 11 veces la muestra, aumentando un 2% la actividad 
de la enzima. 
Resultados similares han sido obtenidos para procesos de purificación que emplean 
resinas de intercambio iónico tipo Q sepharose, Malaoui and Marczak (2000) purifico 2.1 
veces la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa de C. butyricum E5 con un porcentaje 
de recuperación de 83%; Barbirato (1997) purifico 19 veces la enzima de E. agglomerans 
con un 67% de recuperación. 
Análisis de proteínas (PAGE): La electroforesis reveló el número de especies 
polipeptidicas presentes en la muestra con un estimado de su relativa abundancia y 
estado, las bandas observadas durante el desarrollo de las pruebas bajo condiciones no 
denaturantes en geles de poliacrilamida al 8%, mostraron un tamaño de 345 KDa, similar 
al encontrado por Amaya y Pardo (2009) y a lo reportado por autores como Malaoui and 
Marczak (2000)  
 
El control de la purificación por medio de electroforesis, junto con el factor de purificación, 
revelaron una adecuada separación por intercambio iónico, evidenciadas en la formación 
de bandas tenues en el gel de poliacrilamida al 10%, bajo condiciones denaturantes con 
resultados comparables a los obtenidos por otros autores (Veiga-Da-Cunha and Foster, 
1992, Jhonson et al., 1987, Daniel et al., 1995, Dietrichs and Andreesen, 1990).  
 
Para evidenciar la concentración de proteínas (0,092 µg) colocada dentro de los pozos, se 
probaron las técnicas de tinción con Azul de Coomassie y Nitrato de plata. Los resultados 
obtenidos con ambas técnicas permitieron observar bandas con baja intensidad y a la 
misma altura, razón por la cual se opto por emplear la técnica de tinción con Azul de 
Coomassie, ya que es una técnica mas rápida, requiere de menos reactivos y es menos 
costosa comparada con la tinción de nitrato de plata. 
 
La visualización de bandas con actividad catalítica en gel, permitió establecer la presencia 
y concentración de la enzima en la muestra luego del proceso de purificación. Las 
pruebas de actividad enzimática seguida de SDS-PAGE han sido bien adaptadas para 
identificar la fuente de actividad catalítica, en una mezcla de proteínas heterogeneas o en 
proteínas heterooligomericas o si múltiples actividades catalíticas residen en un solo 
polipeptido (Bischoff et al., 1998) 
 
Caracterización Bioquímica de la Enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa 
 
Determinación de la Temperatura óptima para la enzima: Debido a que la enzima 1,3-
propanodiol deshidrogenasa no actúa de la misma forma en todos los microorganismos, 
los ensayos enzimáticos se han realizado a diferentes temperaturas con rangos que van 
desde los 25 °C hasta los 37°C (Daniel et al., 1995; Johnson and Lin, 1987; Tang et al., 
2009; Malaoui and Marczak, 2000; Ma et al., 2010). En este estudió se determinó que la 
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temperatura en la que la actividad enzimática fue mayor se dio a 30°C, lo cual es 
coherente con lo reportado por (Raynaud et al., 2003; Saint- Amans et al., 2001) para este 
tipo de enzimas en cepas de referencia de Clostridium sp. 
 
La temperatura óptima de crecimiento para Clostridium es 37°C pero no lo es para sus 
enzimas, se dice que la temperatura óptima de una enzima, es 5°C por debajo de su 
temperatura de crecimiento para que su actividad enzimática se pueda cuantificar sin 
riesgo a que se sature por sustrato (Teipel and Koshland, 1969). La temperatura es un 
factor clave en la determinación de la actividad enzimática, ya que esta es directamente 
proporcional a la velocidad de reacción, aunque también puede afectar a las proteínas 
denaturándolas (Lehninger et al, .1995). 
 
Determinación del pH óptimo: El potencial de Hidrogeno establecido como apropiado 
para obtener la mayor actividad de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa proveniente 
de la cepa nativa de Clostridium IBUN 158B fue un pH de 10, cercano a valores  
establecidos para cepas como E. agglomerans con una máxima actividad sobre el 
sustrato 1,3-propanodiol con un pH de 10.8 (Barbirato et al., 1997). El valor de pH 
establecido en este estudio se encuentra dentro del rango de valores que se ha estimado 
para la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa, los cuales se encuentran alrededor de 
8.5 ± 1.9 para cepas de Clostrdium butryricum (Malaoui and Marczak, 2001ª, 2000; 
Raynaud et al., 2003; Saint-Amans et al., 2001; Abadd-Andaloussi et al., 1995)  
 
El pH afecta la actividad enzimática porque modifica la concentración de protones 
alterando el carácter iónico de los grupos amino y carboxilo en la superficie de la 
estructura de la enzima y el substrato, afectando directamente la velocidad de reacción de 
la enzima. A pH alto o bajo se puede producir la desnaturalización de la enzima y en 
consecuencia su inactivación (Romero, 2009) 
 
Determinación de parámetros cinéticos: En la gráfica generada a partir de los 
resultados obtenidos de la actividad de la enzima frente al sustrato se pudo notar que la 
tendencia es similar a la obtenida con la evaluación de la coenzima NAD+, la enzima 
reacciona de manera rápida y positiva frente a concentraciones de sustrato 100 mM y de 
NAD+ de 2 mM. La concentración intracelular de NAD+, NAD+H y Acetil coA, es 
determinante para obtener información sobre el flujo de electrones y su posible regulación 
(Reimann et al., 1998). Los resultados de actividad enzimática obtenidos en este estudio 
pueden ser explicados en función de las concentraciones empleadas de coenzima, ya que 
siempre fueron muy inferiores a las concentraciones empleadas por otros autores en 
cepas de Clostridium (Malaoui and Marczak, 2000, 2001ª; et al., 2003; Saint- Amans et al., 
2001; Abadd-Andaloussi et al., 1995). La influencia que ejerció el aumento de 0.6 mM a 
2mM de NAD+ se vio reflejado en la actividad enzimática hasta en un 100%, frente a los 
resultados obtenidos normalmente durante el desarrollo de las pruebas. El aumento en la 
actividad de la enzima se vio aumentada hasta en un 80% en cepas de K. pneumoniae 
(Johnson and Lin, 1985) 
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Los resultados obtenidos del comportamiento de la actividad de la enzima frente a 
diferentes concentraciones de NAD+, permitió demostrar la importancia de la coenzima 
dentro de la reacción enzimática evidenciado por el aumento de la actividad enzimática, 
frente al incremento de la afinidad de la enzima por el sustrato. La cantidad de 1,3-
propanodiol producido es limitada por la cantidad de NAD+H suplido por la ruta oxidativa, 
análisis metabólicos previos revelan que la especificidad de la coenzima de la enzima 1,3-
propanodiol deshidrogenasa, incrementa la producción de 1,3-propanodiol (Ma et al., 
2010). La exposición a una alta concentración de NAD+, causa la desetabilización  de la 
deshidrogenasa (Schneider et al., 1983). La regulación de la actividad de las 
deshidrogenasas involucra la relación intracelular de NAD+/NADH, debido a que la 
enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa es sensible al NAD+ y a que la relación 
NAD+/NADH es la responsable de la acumulación de 3-Hidroxipropionaldehido (Barbirato 
et al., 1997).  
 
La tendencia de las curvas realizadas para sustrato y coenzima muestra un 
comportamiento de tipo alostérico no establecido para cepas de Clostridium. Sin embargo, 
durante los últimos años estudios como los establecidos por Marçal (2009) y Ma (2010), 
han permitido evidenciar un comportamiento no Michaeliano de la enzima 1,3-propanodiol 
deshidrogenasa y que ha obedecido a factores estructurales de la misma. La cepa nativa 
IBUN 158B difiere con respecto a otras cepas como C. freundii (Daniel et al., 1995), E. 
agglomeranss (Barbirato et al., 1997), C. butyricum E5 (Malaoui and Marczak, 2000), L. 
reuteri (Talarico et al., 1990), en su comportamiento frente a la concentración de sustrato 
y de NAD+. 
 
Al encontrar que esta enzima es de tipo alostérico, estamos afirmando que la enzima 
posee más de dos sitios de unión al sustrato y la magnitud de las constantes de unión de 
estos sitios primero disminuyen e incrementan cuando la enzima se satura. Este 
comportamiento es común en enzimas multiméricas (Teipel and Koshland, 1969). Las 
enzimas no Michaelianas tienen ventajas como ser estables a procesos de denaturación y 
reducción del área superficial lo que mejora su actividad catalítica al difundir 
adecuadamente el sustrato en los sitios activos de la enzima (Marçal et al., 2009) 
 
Efecto de los Iones divalentes: En este estudio se pudo evidenciar que tipo de iones y 
en que porcentajes inhibían la actividad de la enzima, así como aquellos que servían 
como potencializadores de la actividad. El ión Fe2+ inhibe en un 3% la actividad de la 
enzima a una concentración de 1.5 mM, lo cual fue coherente con los resultados 
obtenidos por Aragón en el 2007, en donde se sometió la cepa nativa de C. IBUN 158B, a 
diferentes concentraciones de hierro en el medio con el fin de determinar su efecto en la 
producción de 1,3-propanodiol. Se observó que a medida que aumentaba la 
concentración del metal en el caldo de cultivo el rendimiento molar disminuyó al igual que 
la productividad volumétrica del diol. Estos resultados concordaron con lo observado por 
Reimmann y colaboradores quienes probaron cuatro diferentes concentraciones de hierro 
en un cultivo por lote alimentado a pH 7,0 y observaron que a medida que disminuía la 
concentración de hierro en un medio de cultivo para la cepa C. diolis DSM 5431, se 
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generaba un aumento en el rendimiento molar de propanodiol junto con una disminución 
en la generación de hidrogeno (Reimann et al., 1996). La inhibición que se presenta por 
acción de los iones probados es de tipo no competitivo donde la unión del inhibidor con la 
enzima reduce su actividad pero no afecta la unión con el sustrato. Como resultado, el 
grado de la inhibición depende solamente de la concentración del inhibidor. (Romero, 
2009). La limitación de hierro durante el crecimiento sobre glicerol favorece la formación 
de 1,3-propanodiol y reduce la producción de otros solventes como butanol y etanol. 
(Luers et al, 1997)  
 
Se pudo evidenciar que las sales de Mn2+ y Ca2+, potencializan la actividad de la enzima 
en un 50% y 7% respectivamente, la respuesta a esto es que esta enzima pertenece a la 
familia de las deshidrogenasas tipo III dependiente de metales, su centro activo requiere 
de este ión para que la unión al sustrato sea más eficiente. (Marçal et al., 2009; Daniel et 
al., 1995; Luers et al., 1997). Estos resultados son coherentes con lo reportado por otros 
autores en donde la actividad se ve incrementada el doble con la adición de iones de Mn2+ 
en enzima provenientes de otras cepas como K. pneimoniae, L. buchneri y L. brevis que 
requieren de Mn2+ o Fe2+ para su total actividad (Malaoui and Marczak, 2001ª; Daniel et 
al., 1995; Johnson and Lin, 1987) mostrando un efecto estabilizador de la actividad 
enzimática (Saxena et al., 2009; Veiga-Da-Cunha and Foster,1992) la cual se ve 
incrementada con iones de Ca2+ (Hongwen et al., 2005; Veiga-Da-Cunha and Foster,1992) 
 
En E. coli la perdida de Mn2+ de las células puede ser acelerado por Fe2+, el cual 
competitivamente inhibe la asimilación de Mn2+, sugiriendo que existe una relación entre 
la concentración intracelular de Mn2+ y Fe2+ libre. Existe un mecanismo que controla estas 
concentraciones intracelulares de metales de unión a proteínas de acuerdo a sus 
condiciones respiratorias (Johnson and Lin, 1985). 
 
Como se pudo observar en el estudio, el ion divalente que causa un mayor efecto 
represor de la actividad de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa es el ion Magnesio, 
evidenciado en una perdida de actividad  del 19%, razón por la cual se hace necesario 
evaluar la utilización de este elemento dentro del proceso fermentativo. Iones como el 
Magnesio han mostrado un efecto represor de la actividad de las enzimas 
deshidrogenasas 1,3-propanodiol deshidrogenasa y glicerol deshidrogenasa dentro de la 
ruta del glicerol (Hongwen et al., 2005).  
 
Determinación de la Masa Molecular de la enzima  
 
El estimado de la masa molecular encontrado para la enzima 1,3-propanodiol 
deshidrogenasa proveniente de la cepa nativa Clostridium IBUN 158B fue de 71.3 KDa en 
geles de poliacrilamida teñidos con Azul de Coomassie y de 74.5 KDa In Situ con una 
diferencia significativa frente a lo que se esperaba que eran bandas con una masa 
molecular promedio de 41 a 46 KDa (Johnson and Lin, 1987, Malaoui and Marczak, 2000; 
Daniel et al., 1995). Estos resultados pudieron presentarse, debido a las diferencias 
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encontradas entre las deshidrogenasas de un microorganismo a otro, aún cuando son de 
cepas similares (Schneider et al., 1983). 
 
Montoya (2008) reporta que a pesar que los Clostridios comparten ciertos rasgos 
genéticos comunes, existen diferencias claras entre C. butyricum y otros productores de 
1,3-propanodiol como C. perfringens y C. pasteurianum. Las diferencias entre los pesos 
moleculares de estas enzimas, pueden estar relacionadas con la clasificación hecha por 
Bielb y colaboradores (2002), basada predominantemente en pruebas fisiológicas y 
bioquímicas, en donde atribuyen estas diferencias a la capacidad de algunas cepas para 
producir mayor cantidad de diol que otras. Otro factor que influye en que se presenten 
estas diferencias en sus masas moleculares, es que a pesar que hay clostridios que 
pueden llevar a cabo el mismo metabolismo oxidativo y reductor del glicerol cuentan con 
uno o varios operones co-regulados para decodificar y producir las enzimas necesarias en 
presencia de glicerol, entre ellos la agrupación de estos genes y la composición de cada 
gen puede variar según la especie (Montoya, 2008). 
 
No se puede afirmar que la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa proveniente de la 
cepa nativa tenga una estructura cuaternaria hexamerica, octamerica o decamerica como 
ha sido demostrado por algunos autores en algunas cepas de K pneumoniae, C. 
pasterianum entre otras (Malaoui and Marczak, 2000; Daniel et al.,1995; Marçal et al., 
2009; Luers et al, 1997) respectivamente, debido a que la masa molecular de la 
subunidad esta alrededor de los 71 KDa +/- 3 KDa y la de la enzima en condiciones 
nativas es de 349.5 KDa, estos resultados sugieren que esta enzima se encuentra 
formada por una estructura tetramérica o pentamérica. Los resultados obtenidos con 
relación a la estructura cuaternaria (Tetramérica), son similares a los conseguidos para 
cepas de L. reuteri (Malaoui and Marczak, 2000), pero no para cepas de Clostridium sp. 
No se puede afirmar que esta sea realmente la estructura cuaternaria de la enzima en 
estudio, puesto que se hace necesario un análisis cristalográfia para poderlo aseverar.  
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Tabla 10. Comparación de los datos obtenidos en este estudio frente a los resultados obtenidos para cepas 
de Clostridium butyricum publicados en bases de datos como BRENDA 
INTERACCIONES ENZIMA-LIGANDO 
Condición 
Microorganismo 
Comentario 
1. C. IBUN 158B 2. C. butyricum 
Sustrato 1,3-propanodiol+ NAD+ 
1,3-propanodiol+ 
NAD+ 
Se estableció una concentración de 
sustrato de 100 mM  
Cofactor NAD+ NAD+ 
 
Concentración de cofactor 2 mM 
 
Metales y iones Mn 2+ Mn 2+ 
1. Altos niveles de actividad en 
presencia del ion a concentración 1mM
                                                             
2. Concentración de ión 2 mM 
PARAMETROS FUNCIONALES DE LA ENZIMA 1,3-propanodiol deshidrogenasa 
Temperatura 
óptima 30°C 37°C   
pH óptimo 10.0 9.7 
Para la oxidación del 1,3-propanodiol+ 
NAD+ 
Km y Vmax No aplico 3.55 
Empleando 1,3-propanodiol+ NAD+ 
como sustrato.    
  
1. la enzima presenta un 
comportamiento  de tipo alosterico 
razón por la cual no se pudieron 
determinar los parámetros Km y Vmax. 
                                                             
2. Comportamiento Michaeliano  
pI 5.9 Sin determinar 
1. Se determino de forma teórica con la 
secuencias de aminoácidos obtenidas 
para esta cepa                                         
 
2.Aun no se han realizado ensayos de 
acuerdo a lo encontrado por literatura 
Actividad 
Especifica 
µmol/min/mg 
0.067 1.8 
Luego del proceso de purificación por 
intercambio Aniónico 
ESTRUCTURA DE LA ENZIMA 
Masa molecular 71+/- 3 KDa 48.7 KDa 1. PAGE                                                   
2. Filtración en gel 
Subunidades tetramero octamero 
1. Con subunidades idénticas                  
2. También se habla que puede ser un 
decamero con subunidades idénticas 
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7. CONCLUSIONES 
 
 
 
 Se pudo establecer que la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa 
proveniente de la cepa nativa de Clostridium IBUN 158B presenta un 
comportamiento alostérico, lo cual coincide con datos bioinformáticos obtenido por 
el grupo de Bioprocesos y que se encuentran en proceso de publicación. 
 
 La actividad enzimática se ve altamente influenciada durante la fermentación por 
factores como el pH y la producción de ácidos, los cuales están relacionados con 
el flujo de agentes reductores como NAD+H. 
 
 Las condiciones óptimas para obtener una mayor actividad enzimática se lograron 
a una temperatura de 30°C, pH 10.0,  concentración de MnCl2 1 mM, 1,3-PD 
100mM y NAD+ 2 mM. 
 
 Se demostró que el resultado obtenido para la masa molecular estimada dentro de 
este estudio, no es confiable por lo cual se recomienda confirmar el mismo 
mediante cromatografía por filtración en gel y espectrometría de masas. 
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8. RECOMENDACIONES 
 
 
 Es necesario purificar y caracterizar la enzima glicerol dehidratasa ya que esta 
también juega un papel importante en la transformación de glicerol a 1,3-propanodiol. 
  
 Manejar condiciones controladas de fermentación que permitan generar valores de 
actividad enzimática mayores, sin que se vean influenciadas por la producción de 
ácidos dentro del proceso de fermentación en vial. 
 
 Para dilucidar el comportamiento del flujo metabólico dentro de la ruta del glicerol, se 
recomienda realizar un análisis de la actividad enzimática con respecto a la 
producción de ácidos. 
 
 Con el fin de aumentar la actividad de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa 
proveniente de la cepa nativa C. IBUN 158B, se hace necesario el uso de algunos 
elementos traza como MnCl2 y CaCl2 dentro de los procesos fermentativos con medio 
TGY y RCM® 
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10. ANEXOS 
 
10.1. ANEXO 1. Curva patrón de NAD+H 
 
Concentración 
µM 
Abs 340 nm 
 (1) 
Abs 340 nm 
(2) 
Abs 340 nm 
(3) Promedio Desviación
5 0,066 0,068 0,065 0,066 0,002 
10 0,156 0,174 0,117 0,149 0,029 
20 0,226 0,293 0,166 0,228 0,064 
40 0,247 0,361 0,284 0,297 0,058 
60 0,323 0,377 0,431 0,377 0,054 
80 0,347 0,402 0,494 0,414 0,074 
200 0,638 0,653 0,717 0,669 0,042 
280 0,992 0,889 0,978 0,953 0,056 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
Tabla 11. Concentraciones de NAD+H  evaluadas en el estudio y resultados obtenidos de Absorbancia en el 
espectrofotómetro Bio-Rad ®. 
 
 
 
Figura 21. Curva de NAD+H y ecuación de la recta en el espectrofotómetro Bio-Rad® 
Concentración 
µM 
Abs 340 nm 
(Promedio) 
0 0 
5 0,066 
10 0,149 
20 0,228 
40 0,297 
60 0,377 
80 0,414 
200 0,669 
280 0,953 
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 Para la determinación de la actividad de la enzima en placa de 96 pozos se realizo una 
curva de calibración paralelamente a 340 nm en un lector de ELISA (TECAN®). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 12. Concentraciones de NAD+H evaluadas en la caracterización y resultados obtenidos de Absorbancia 
en el lector de ELISA TECAN ® 
 
 
 
Figura 22. Curva de NAD+H y ecuación de la recta en el lector de ELISA TECAN ®. 
 
 
 
 
 
 
10.2. ANEXO 2. Determinación de la Actividad Enzimática 
Concentración 
µM NADH Abs (340 nm) 
0 0,0244 
5 0,0313 
10 0,0374 
20 0,0421 
40 0,0509 
60 0,0589 
80 0,0657 
200 0,1019 
280 0,1678 
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Se utilizó el protocolo descrito por Johnson y Lin (1987). Se utilizó una solución que 
contenía 100 µl de 1,3-propanodiol 100 mM, 40 µl de NAD+ 0.6 mM, 60 µl de Sulfato de 
amonio (NH4)2SO4 30 mM, 100 µl de Buffer bicarbonato de potasio (pH 9.0) 100 mM, 550 
µl de Agua HPLC a un volumen final de 1 ml. El ensayo se efectuó, agregando un 
volumen de extracto crudo de 150 μl. Posteriormente se incubó a 30°C y se evaluaron 
varios tiempos de reacción para hallar el tiempo en el cual la actividad de la enzima es 
mayor.  
   
Tiempo 
(min) 
Abs  
(340 nm)
Tiempo 
(min) 
Abs 
 (340 nm) 
0 0,149 0 0 
1 0,153 1 0,004 
2 0,167 2 0,018 
3 0,175 3 0,026 
4 0,178 4 0,029 
5 0,185 5 0,036 
6 0,19 6 0,041 
7 0,176 7 0,027 
8 0,173 8 0,024 
9 0,175 9 0,026 
10 0,172 10 0,023 
11 0,175 11 0,026 
 
Tabla 13. Determinación del tiempo optimo de la actividad de la enzima 1,3-propanodiol deshidrogenasa  
 
 
 
Figura 23. Cinética del tiempo requerido para obtener mayor actividad enzimática. 
  
 
 
64 
 
10.3. ANEXO 3. Curva de crecimiento de Clostridium IBUN 158B en medio RCM 
(Oxoid ®)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 14. Datos de la curva de crecimiento de Clostridium IBUN 158B en Medio RCM ® 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Curva de crecimiento de Clostridium IBUN 158B en Medio RCM ® 
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10.4. ANEXO 4. Curva de crecimiento de Clostridium IBUN 158 B en medio TGY  
 
 
Preinoculó 
Abs 600 nm pH 
0,905 5,4 
Blanco   7,02 
 
Tiempo Abs Vial 1 Abs Vial 2 Abs Vial 3 Abs Vial 4 Promedio Desviación
0 0,135 0,135 0,155 0,155 0,145 0,012 
3 0,116 0,123 0,156 0,148 0,136 0,019 
6 0,234 0,231 0,239 0,241 0,236 0,005 
9 0,384 0,381 0,389 0,391 0,386 0,005 
12 0,561 0,559 0,563 0,569 0,563 0,004 
15 0,733 0,731 0.746 0.750 0,732 0,001 
18 0,837 0,838 0.831 0,838 0,838 0,001 
21 0,959 0,955 0,962 0,963 0,960 0,004 
24 1,073 1,075 1,083 1,087 1,080 0,007 
27 1,116 1,121 1,125 1,126 1,122 0,005 
30 1,166 1,168 1,171 1,175 1,170 0,004 
33 1,178 1,169 1,172 1,159 1,170 0,008 
36 1,194 1,191 1,145 1,155 1,171 0,025 
 
Tiempo Promedio Desviación
0 0,145 0,012 
3 0,136 0,019 
6 0,236 0,005 
9 0,386 0,005 
12 0,563 0,004 
15 0,732 0,001 
18 0,838 0,001 
21 0,960 0,004 
24 1,080 0,007 
27 1,122 0,005 
30 1,170 0,004 
33 1,172 0,010 
36 1,171 0,025 
 
Tabla 15. Datos estadísticos de la curva de crecimiento de Clostridium IBUN 158B en Medio TGY 
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Figura 25. Curva de crecimiento de Clostridium IBUN 158B en medio TGY 
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10.5. ANEXO 5. Curva de Peso Seco vs Absorbancia (600nm) de Clostridium IBUN 
158B en medio TGY 
 
Tiempo 
(hr) 
Abs 
Vial 1 
Abs 
Vial 2 
Promedio 
Abs Desviación 
Peso 
1 g/L 
Peso 
2 g/L Promedio Desviación 
dil 1/2 
Peso 
seco 
dil 
1/Abs 
0 0,182 0,192 0,187 0,007 0,95 0,92 0,93 0,025 0,47 0,09 
6 0,413 0,419 0,416 0,004 1,10 1,01 1,06 0,064 0,53 0,21 
12 0,601 0,616 0,609 0,011 1,20 1,12 1,16 0,053 0,58 0,30 
18 0,832 0,835 0,834 0,002 1,22 1,21 1,22 0,007 0,61 0,42 
24 0,901 0,91 0,906 0,006 1,24 1,21 1,22 0,021 0,61 0,45 
30 0,946 0,955 0,951 0,006 1,23 1,24 1,23 0,004 0,62 0,48 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 16. Datos de la curva de Peso Seco Vs Abs 600 nm de Clostridium IBUN 158B en Medio TGY 
 
 
 
Figura 26. Curva de Peso seco Vs Abs 600 nm de Clostridium IBUN 158B en medio TGY 
 
Velocidad específica de crecimiento (m) 
µx 2,1909 h-1 
Ecuación de regresión Abs 600 nm 2,1909x-,8769 
Coeficiente de determinación (r2)  0,975 
Tiempo de duplicación (td)  0,316 
 
Tabla 17. Parámetros cinéticos derivados de la curva de peso seco (g/l) vs Abs (600nm) 
Tiempo  
(hr) 
Peso seco 
(g.l-1) 
Abs 600 
nm 
0 0,93 0,19 
6 1,06 0,42 
12 1,16 0,61 
18 1,22 0,83 
24 1,22 0,45 
30 1,23 0,48 
68 
 
10.6. ANEXO 6. Curva patrón para la determinación de la masa molecular de la 1,3-
propanodiol deshidrogenasa en gel de poliacrilamida bajo condiciones 
denaturantes  
 
 
 
 
Figura 27. Curva patrón de masa molecular empleada para estimar la masa de la enzima 1,3-
propanodiol deshidrogenasa, en gel de poliacrilamida 10% bajo condiciones denaturantes y teñido 
con Azul de Coomassie  
 
 
 
 
Figura 28. Curva patrón de masa molecular empleada para estimar la masa de la enzima 1,3-
propanodiol deshidrogenasa obtenida a partir del Zimograma en gel de poliacrilamida 10% bajo 
condiciones denaturantes. 
 
 
